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Abstract

La rottura prematura della membrana fetale (Premature Rupture Of Membranes, PROM) ¢ una
complicanza ostetrica significativa, con un tasso di incidenza nelle gravidanze di circa il 3-4%.
In particolare, in seguito a procedure diagnostiche, come I’amniocentesi, o ad interventi
fetoscopici, nei quali la membrana fetale viene perforata, I’avvento di PROM ¢ notevolmente
frequente. La conseguenza principale della PROM ¢ la nascita prematura dei feti, con 1 gravi
rischi associati alla loro salute e sopravvivenza.

Attualmente, 1’approccio principale nella gestione di questa problematica consiste nel
trattamento con antibiotici e corticosteroidi, al fine di allungare il piu possibile il tempo di
gestazione e ridurre le severita delle conseguenze sulla salute dei nascituri. Tuttavia, questi
approcci tendono ad affrontare la condizione in modo prevalentemente sintomatico, senza
risolvere la causa sottostante. Inoltre, una soluzione di questo tipo mantiene comunque
significativamente alti i rischi di sviluppare infezioni intra-amniotiche e disabilita fisiche e/o
neurologiche nei nascituri.

Per questi motivi, ¢ importante sviluppare tecniche piu innovative e mirate soprattutto a
ripristinare I’integrita e la funzione di barriera della membrana fetale, per migliorare 1’efficacia
e la sicurezza della gestione clinica della PROM e estendere 1’utilizzo della fetoscopia, portando
cosi maggiori benefici.

Dopo aver esplorato la complessita della membrana fetale, analizzandone struttura e funzione,
ed esaminato le principali cause, conseguenze e tecniche attuali di gestione della PROM, questa
tesi si concentra sulla ricerca e la valutazione di tecniche innovative per la riparazione della
membrana, sfruttando 1 biomateriali. Verranno principalmente esaminati quattro diversi
approcci: 1’utilizzo di Amniopatch, di collagen plug, di fibrin sealant e di mussel glue,
eventualmente con il supporto o I’aggiunta di altri componenti. Tali procedure saranno descritte
e, successivamente, studiate nel dettaglio e confrontate tra loro, attraverso 1’analisi di diversi

studi clinici e preclinici, per poterne valutare I’efficacia.



Introduzione

La membrana fetale, composta dall’amnion e dal chorion, comincia il suo sviluppo subito dopo
I’impianto dell’embrione e assume un ruolo cruciale durante tutto il corso della gravidanza,
avvolgendo, proteggendo e supportando il feto fino alla nascita.

I termine della gravidanza ¢ segnato dal fenomeno noto come “rottura delle acque”, ossia la
rottura meccanica della membrana fetale come processo naturale e necessario per dare inizio al
travaglio [1]. Tuttavia, quando tale evento si verifica prematuramente, le conseguenze possono
essere significative, esponendo madre e feto a gravi rischi per la loro salute e, talvolta, per la
loro stessa vita.

La rottura prematura della membrana fetale (Premature Rupture Of Membranes, PROM), a
meno di 37 settimane di gestazione, avviene circa nel 3-4% di tutte le gravidanze e precede
circa la meta di tutte le nascite premature [2].

Piu precoce ¢ la PROM, maggiori sono i rischi di morbilita e mortalita. Ad esempio, nel caso
in cui essa avvenga prima che siano trascorse 24 settimane di gestazione, il tasso di
sopravvivenza del feto ¢ circa del 26-80% e circa un terzo dei neonati ha disabilita o ritardi
nello sviluppo [1,3].

Nonostante i progressi significativi in medicina fetale negli ultimi decenni, la rottura prematura
pretermine della membrana rimane una complicanza troppo spesso sottovalutata. Inoltre,
accanto alla rottura spontanea, numerosi sono i casi di rottura iatrogena della membrana fetale
a seguito di procedure chirurgiche e diagnostiche; essa avviene, ad esempio, nel 45% dei casi
successivi all’utilizzo del fotoscopio [2,4].

Le cause precise della rottura spontanea non sono ancora completamente note. Una buona
percentuale dei casi ¢ associata ad infezioni; altri sono legati a fattori ambientali e
comportamentali, come malnutrizione, fumo o stress; altri ancora a predisposizioni genetiche o
complicanze ostetriche [2,5].

Le conseguenze includono, ad esempio, emorragie intraventricolari o infezioni neonatali, come
polmonite o sepsi, il cui tasso di mortalita ¢ circa del 5% [6,7].

Affrontare efficacemente la PROM richiede un approccio complessivo che comprenda sia la
diagnosi tempestiva che opzioni terapeutiche innovative.

Ad oggi, le pazienti affette vengono tenute sotto osservazione in ospedale e trattate con
antibiotici e corticosteroidi in modo da prolungare il piu possibile la gravidanza, che, nella

maggior parte dei casi, giunge comunque al termine dopo non piu di sette giorni [7,8].



Solo in una piccola percentuale di casi si verifica la riparazione spontanea e il proseguimento
della gravidanza fino al termine [5].

L’innovazione nel settore dei biomateriali sta emergendo come campo promettente per offrire
nuove soluzioni. Diversi sono infatti i metodi testati per riparare la membrana fetale dopo una
rottura spontanea o iatrogena, come ad esempio 1’utilizzo di amniopatch, collagen plug, mussel
glue o fibrin sealant, di cui si parlera in seguito; nessuno di questi ha perd ancora raggiunto un
successo clinico significativo.

Numerosi sono gli ostacoli che si devono superare: I’esiguo spessore delle membrane,
I’ambiente umido, la difficolta nella localizzazione e nel raggiungimento della ferita, la
necessita di sigillanti iniettabili e la difficolta della guarigione.

Evidente ¢ quindi la necessita di trovare o sviluppare un materiale che sia al contempo con
proprieta meccaniche in grado di adattarsi ai cambiamenti continui delle membrane fetali
durante la gravidanza [3,4,9].

Dopo una breve descrizione della struttura e della funzione della membrana fetale, questa tesina
esaminera nel dettaglio la rottura prematura di quest’ultima come fenomeno patologico.
Saranno analizzate le cause, le conseguenze e le attuali opzioni terapeutiche disponibili.
Particolare attenzione sara rivolta al ruolo emergente dei biomateriali nella riparazione delle
membrane fetali danneggiate. Attraverso 1’analisi di diversi casi di studio sulle piu recenti
innovazioni in campo biomedico, questo lavoro avra 1’obbiettivo di fornire una panoramica

completa sulle potenzialita e le sfide nell’utilizzo dei biomateriali per la gestione della PROM.



Capitolo 1. Descrizione della membrana fetale

La membrana fetale ¢ composta da due strati principali: I’amnion, la membrana interna piu
vicina al feto, e il chorion, la membrana esterna che si collega alla placenta. Tali strati sono
connessi da una matrice extracellulare ricca di collagene [2] e, durante la gravidanza, formano

la sacca che contiene il fluido amniotico [10].

1.1 Formazione e sviluppo

Le due membrane, costituite interamente da tessuto fetale e geneticamente identiche al feto
[10,11], cominciano il loro sviluppo con I’embriogenesi, procedendo gradualmente attraverso
una serie di fasi e processi che si susseguono nel corso delle settimane di gestazione. Tale
processo non avviene perd simultaneamente, ma piuttosto in maniera graduale e stratificata,
coinvolgendo il progressivo sviluppo degli strati membranosi che costituiscono le sacche

(Figura 1.1) [12].
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Figura 1.1: Sviluppo della membrana fetale.

Poco dopo I’'impianto, si forma il disco embrionale bilaminare circondato dal trofoblasto, uno
strato di cellule che dara poi origine alla placenta (giorno 6). Durante la seconda settimana di

sviluppo si forma la base della cavita amniotica (giorno 8).
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Intorno al 12° giorno dal concepimento, il disco embrionale si compone di due strati cellulari
che circondano parzialmente il sacco vitellino primario e sono avvolti dal mesoderma
extraembrionale, all’interno del quale compaiono le prime invaginazioni della cavita coriale
(giorno 12). La cavita coriale si forma intorno alla fine della seconda settimana (giorno 14).
Con la progressione della crescita fetale, il mesoderma extraembrionale si divide in due strati:
uno esterno che si fonde con il citotrofoblasto per formare il chorion e uno interno che riveste
I’epitelio amniotico dando origine all’amnion (settimana 10) [13].

Poiché¢ la sacca dell’amnion che avvolge I’embrione in sviluppo si espande piu rapidamente del
chorion, la cavita coriale gradualmente scompare fino a quando, intorno alla 14:-17*settimana
di gestazione, le due membrane si uniscono completando la formazione della membrana fetale

come struttura unica (settimana 20) [12,13,14].

1.2 Organizzazione e struttura

Le membrane fetali sono elastiche, resistenti, non innervate e semipermeabili [13]. L’amnion ¢
completamente privo di vasi sanguigni mentre all’interno del chorion passano alcuni vasi
ombelicali diretti alla placenta che, man mano che la gravidanza progredisce, si atrofizzano
completamente. Il chorion non riceve pero alcun apporto sanguigno da essi.

Per quanto riguarda lo scambio di fluidi tra 1 compartimenti amniotico e materno,
dall’osservazione al microscopio elettronico dell’amnion si evince come questo avvenga

principalmente attraverso le cellule epiteliali [10,15].

1.2.1 Amnion

L’amnion ¢ un tessuto complesso, tipicamente spesso da 0.02 a 0.5 cm e costituito da cinque
strati: epitelio, membrana basale, strato compatto, strato di fibroblasti e strato spongioso (Figura
1.2).

Lo strato epiteliale ¢ quello piu interno ed ¢ costituito da cellule cuboidali sormontate da
microvilli. La base di tali cellule ¢ complessa e irregolare, complicata dalla presenza di diversi
processi basali di diverse grandezze che protendono e sono strettamente in contatto con la
membrana basale. Tra le diverse cellule € presente una complessa rete di canali e canalicoli che
comunicano direttamente con lo spazio extracellulare e all’interno dei quali si protendono un
numero inferiore di microvilli.

La membrana basale ¢ uno strato sottile composto da collagene di tipo III, IV e V, laminina,

entactina e fibronectina.



Lo strato compatto conferisce all’amnion la maggior parte della sua resistenza, ¢ quasi
completamente privo di cellule e consiste in una complessa rete di fibre reticolari.

Quando I’amnion si infiamma, lo strato compatto resiste, fino ad una certa soglia, alla
penetrazione dei leucociti.

Lo strato di fibroblasti ¢ il piu spesso dell’amnion ed ¢ costituito da una rete poco compatta di
fibroblasti immersa in una massa di reticolina.

Lo strato spongioso contiene un numero elevato di proteoglicani, glicoproteine e collagene di
tipo III. Tale strato assorbe lo stress fisico e consente all’amnion di scivolare sul chorion che ¢

invece fisso e aderente alla decidua materna [10,13,15].

1.2.2 Chorion

Il chorion ¢ piu spesso, piu ricco di cellule e meno organizzato dell’amnion. Si trova tra
I’amnion e la decidua materna ed ¢ responsabile del mantenimento dell’immunotolleranza del
feto. Il chorion ¢ composto da quattro strati: strato cellulare, strato reticolare, membrana

pseudo-basale e strato di trofoblasti (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Strati delle membrane fetali al termine della gravidanza (in assenza dello strato cellulare nel chorion).

Lo strato cellulare ¢ sottile, costituito da una rete di fibroblasti intrecciati e solitamente si trova
soltanto nei primi stadi della gravidanza.

Lo strato reticolare conferisce al chorion la maggior parte del suo spessore ed ¢ caratterizzato
da una rete reticolare di fibre parallele di collagene di tipo L, III, IV, V, VI e proteoglicani; tra
le fibre si trovano alcuni fibroblasti e cellule di Hofbauer.

La membrana pseudo-basale funge da ancoraggio per lo strato di trofoblasti. Si tratta di un
denso strato di tessuto connettivo, ricco di collagene di tipo IV, fibronectina e laminina,
strettamente aderente allo strato reticolare soprastante.

Lo strato di trofoblasti ¢ composto da 2 a 10 strati cellulari, contiene 1 villi coriali ed ¢ in

contatto, nello strato piu esterno, con la decidua materna [10,13,15].
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1.3 Ruolo nella gravidanza e nello sviluppo fetale

La membrana fetale svolge un ruolo cruciale nella protezione del feto, nel garantire il
proseguimento della gravidanza, nel consentire il passaggio di acqua, farmaci e nutrienti e funge
inoltre da segnalatore per 1’inizio del parto [16,17].

Durante la gravidanza, la funzione principale ¢ quella di barriera protettiva contro diversi fattori
di rischio che potrebbero indurre una risposta infiammatoria nel feto. E quindi importante che
le proprieta immunologiche, inflammatorie e meccaniche delle due membrane siano preservate
nel tempo.

L’amnion funge prevalentemente da barriera, supportando le deformazioni, lo stress meccanico
e la crescita del feto, contrastando le infezioni e promuovendo il rimodellamento cellulare e del
collagene al fine di mantenere 1’omeostasi della matrice cellulare.

Il chorion ha invece come scopo principale quello di mantenere 1’omeostasi delle cellule
immunitarie all’interfaccia con la decidua, attraverso I’espressione e la produzione di
segnalatori endocrini e paracrini (come il progesterone e I’interleuchina-10) che promuovono
la transizione cellulare (mesenchimale-epiteliale) al fine di sostituire le cellule eliminate.

Al termine della gestazione, la membrana fetale da avvio ad una serie di meccanismi paralleli
per passare dall’omeostasi ad uno stato pro-infiammatorio, contribuendo cosi all’avvio del
parto.

Entrambe le membrane, I’amnion e il chorion, iniziano a propagare segnali infiammatori
attraverso microfratture (fessure tra gli strati di collagene) e grazie al rilascio e alla migrazione
di esosomi, inducendo cosi stress ossidativo che contribuisce a sua volta all’indebolimento
dell’amnion e alla degradazione del chorion.

Nonostante 1 processi che conducono all’avvento del parto siano diversi, il ruolo pit importante
¢ forse quello svolto dalle prostaglandine, come la prostaglandina E» (PGE>) e la prostaglandina
F2¢ (PGF24), che, mediante la degradazione del collagene, portano alla contrazione del

miometrio, all’alterazione strutturale della membrana e alla maturazione della cervice [17].
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Capitolo 2. Rottura prematura della membrana fetale (PROM)

Per la conclusione di una corretta gravidanza ¢ necessario che la membrana fetale mantenga la
sua integrita sino all’inizio del travaglio, per poi rompersi solo in seguito alla completa
dilatazione della cervice uterina. Durante tutta la gestazione, la membrana deve infatti essere in
grado di sopportare le sollecitazioni e i carichi volumetrici sia del liquido amniotico che del
feto in continuo sviluppo, nonché le deformazioni causate dei movimenti di quest’ultimo.

La rottura della membrana fetale ¢ un evento necessario per 1’avvio del parto e si tratta della
diretta conseguenza di un processo di indebolimento programmato dei tessuti che la
compongono (Figura 2.1), mediato biochimicamente, in concomitanza alle forze di taglio e

stiramento dovute alle contrazioni uterine [18,19].

Mid gestation amnion and choriodecidua:
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Figura 2.1: Indebolimento e rottura della membrana fetale.

La rottura prematura della membrana fetale (Premature Rupture Of Membranes, PROM)
consiste, invece, nella rottura della membrana prima dell’inizio del travaglio. Si tratta di un
evento che avviene in circa il 3-4% di tutte le gravidanze, contribuisce al 40-50% delle nascite

premature ed ¢ una delle cause principali di morbilita e mortalita neonatale [19].
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Nel caso in cui questo evento avvenga prima di 37 settimane di gestazione, il tasso di mortalita
del feto ¢ di circa il 2% [20]. Prima di 28 settimane, il 40% dei neonati che sopravvivono alle
cure intensive neonatali muore entro i primi 5 anni di vita. Inoltre, per coloro che sopravvivono,
¢ significativamente alto il rischio di sviluppare disabilita fisiche e dello sviluppo; tra queste,
ad esempio, malattie respiratorie croniche, paralisi cerebrale, effetti sullo sviluppo neurologico
o comportamentale, come compromissione delle funzioni visive, uditive ed esecutive o
conseguenze psichiatriche, e malattie cardiovascolari.

La rottura prematura della membrana fetale, oltre che spontanea, pud essere anche causata
dall’invasione della cavita amniotica con aghi e fetoscopi a fini chirurgici e diagnostici. Tali
procedure mettono la membrana a rischio di perdite persistenti, che possono poi causarne la

rottura [9,21].

2.1 Rottura iatrogena

Nonostante gli innumerevoli avanzamenti nella chirurgia fetale, la rottura prematura iatrogena
della membrana fetale rimane il “tallone d’Achille” di questa branca della medicina. In
qualunque intervento, infatti, cosi come in alcune procedure diagnostiche, ad esempio
I’amniocentesi, ¢ necessario che la membrana fetale venga perforata ed ¢ proprio questo a
sottoporla ad un maggiore rischio di rottura [22].

I recenti sviluppi nella diagnosi fetale hanno portato ad un incremento globale delle chirurgie
fetali minimamente invasive, specialmente per problematiche quali le ostruzioni del tratto
urinario inferiore, 1’ernia diaframmatica congenita, il mielomeningocele e la sindrome da
trasfusione feto-fetale. Tali procedure vengono eseguite mediante 1’inserimento di una
telecamera e di strumenti chirurgici all’interno dello spazio amniotico attraverso degli accessi
praticati nell’utero e nelle membrane fetali. Gli interventi fetoscopici pitt complessi necessitano
inoltre dell’insufflazione di gas nella cavita amniotica al fine di incrementare la visibilita e
agevolare la manipolazione degli strumenti chirurgici. Nonostante lo scopo della fetoscopia sia
quello di migliorare gli esiti postnatali, il sito d’entrata del fetoscopio non guarisce mai
completamente, anche a causa della scarsa vascolarizzazione delle membrane. Questo porta, in
media nel 30% dei casi, alla rottura iatrogena della membrana fetale, con tassi alti anche fino
al 85-100%.

Tra le conseguenze di tale rottura c’¢ 1’aumento del rischio di ipoplasia polmonare e di difetti
scheletrici causati da oligoidramnios prolungata (ovvero la persistenza del liquido amniotico al

di sotto di una soglia corretta, in base all’eta gestionale), di infezioni intra-amniotiche e di
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nascite premature. In aggiunta, dato che una delle funzioni principali della membrana fetale ¢
quella di barriera protettiva, una volta che tale barriera venga intaccata, il feto viene esposto ad
un maggiore rischio di infezioni. La maggior parte degli interventi vengono inoltre svolti
durante il secondo trimestre di gravidanza, quando ancora i feti non sono in grado di
sopravvivere al di fuori dell’utero.

Questi sono tutti elementi che mettono seriamente a rischio la salute del feto, annullando cosi i
benefici della fetoscopia; per questo motivo, tali procedure vengono messe in atto soltanto nei
casi in cui 1 rischi di decesso fetale o neonatale o di perdita della funzione degli organi o degli
arti siano molto elevati, ma 1 feti siano comunque sufficientemente sani da poter beneficiare
delle cure ricevute. Solo in alcuni fortunati casi avviene la richiusura della ferita,
prevalentemente grazie alle contrazioni e agli scorrimenti dei due strati dell’amnion e del
chorion I’uno sull’altro [13,22,23,24].

Alcuni elementi che influenzano I’incidenza della rottura iatrogena della membrana fetale sono:
la grandezza del foro di accesso, il numero di interventi, la loro difficolta e durata, il numero
degli accessi, la frizione tra le membrane, la presenza di eventuali infezioni vaginali e I’angolo

di inserzione del fetoscopio [13,21].

2.1.1 Fattori di rischio e processi coinvolti nella rottura

Ad aumentare sensibilmente il rischio di rottura iatrogena della membrana fetale ¢ la
separazione dello strato dell’amnion da quello del chorion, evento che si verifica
successivamente al 20-40% di tutte le procedure fetoscopiche. La causa di tale distacco ¢ da
ricondursi all’attrito tra le membrane e 1’accesso fetoscopico, il quale porta alla degradazione
delle aderenze di collagene che tengono uniti 1 due strati.

L’accesso fetoscopico, in alcuni casi, pud condurre anche al danneggiamento delle cellule che
circondano la zona in cui viene inserito. Le forze di taglio tra 1’accesso fetoscopico e la
membrana fetale, durante ’inserimento del fetoscopio o la manipolazione degli strumenti, si
pensa infatti che possano causare processi di apoptosi sia nell’epitelio amniotico che nei
trofoblasti corionici, oltre ad anomalie nella struttura e nell’organizzazione delle fibre di
collagene.

A porre maggiormente a rischio la membrana fetale sono le procedure fetoscopiche piu
complesse che ne richiedono la distensione liquida o gassosa. Tali procedure causano infatti
I’indebolimento della membrana a causa del livello di dilatazione della stessa e dell’eventuale

utilizzo di suture o di anidride carbonica riscaldata e umidificata. L’insufflazione puo inoltre
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causare la disidratazione del collagene amniotico, infragilendolo e rendendolo piu incline alla
rottura.

11 liquido amniotico che viene perso durante gli interventi viene poi tipicamente rimpiazzato da
Ringer lattato riscaldato. Nel corso delle successive 48 ore viene ristabilito il volume originario
di liquido amniotico, mentre tale soluzione viene riassorbita dalle membrane ed espulsa
attraverso le secrezioni fetali. Tuttavia, si ¢ osservato che 1’esposizione a breve termine della
membrana fetale a soluzioni a bassa osmolarita, come appunto il Ringer lattato, puo portare ad
apoptosi nell’epitelio e ad indebolimento del collagene amniotico. Tali problematiche, come
precedentemente detto, portano poi ad un incremento del rischio di rottura della membrana

fetale [23].

2.1.2 Caratteristiche della ferita

Larottura iatrogena della membrana fetale consiste in una ferita situata nel punto di inserimento
dell’ago, piu piccola e dai bordi piu definiti rispetto a quella dovuta alla rottura spontanea. Il
diametro varia da un valore tipicamente di 0.9-0.6 mm, nel caso dell’amniocentesi, fino a 2-5
mm, nel caso degli interventi fetoscopici. Maggiore ¢ il diametro della ferita, maggiore ¢ il
rischio di successiva rottura, ovvero di strappo della membrana in seguito a tensione meccanica,
che causa I’allungamento della ferita fino anche a diversi centimetri (Figura 2.2). Per questo
motivo, negli interventi fetoscopici, ¢ importante sviluppare dei metodi di sigillatura che
seguano immediatamente I’intervento, in modo da evitare la fuoriuscita di liquido amniotico
dal punto di inserimento e il rischio di allargamento della ferita. In alcuni casi puo verificarsi la
risigillatura del foro: tale evento non ¢ dovuto alla crescita di nuovo tessuto ma allo scorrimento
relativo che si verifica tra ’amnion e il chorion, alle contrazioni o al riattaccamento delle

membrane alla decidua uterina [9].

needle puncture puncture wound

strain

Figura 2.2: Simulazione ex vivo di rottura iatrogena della membrana fetale.
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2.2 Rottura spontanea

Per la maggior parte delle gravidanze, ’integrita della membrana fetale viene mantenuta
durante tutta la gestazione fino a giungere a rottura durante il travaglio. Tradizionalmente la
causa della rottura era stata attribuita dagli ostetrici allo stress fisico associato al parto. Scoperte
piu recenti hanno dimostrato come tale evento sia invece dovuto anche a processi biochimici,
come la distruzione del collagene nella matrice extracellulare dell’amnion e del chorion e la
morte programmata di alcune cellule. I1 mantenimento dell’integrita della membrana fetale
avviene infatti grazie ad un corretto bilanciamento tra i processi di deposizione e
rimodellamento della matrice, nei quali sono coinvolti enzimi come le metalloproteasi della
matrice (Matrix MetalloProteinases, MMPs) e i loro inibitori. Lo sbilanciamento verso il
rimodellamento della matrice extracellulare precede la rottura della membrana.

Le membrane che si rompono prematuramente non risultano comunque indebolite su tutta la
superficie, ma principalmente in una zona specifica e focalizzata, considerata la zona di rottura.
Tale area risulta morfologicamente estremamente alterata e caratterizzata da gonfiore e rottura
delle reti di collagene fibrillare.

Principalmente la rottura prematura spontanea della membrana fetale risulta non essere altro
che un’accelerazione e un’esagerazione dei processi che la portano alla rottura durante il parto

[13,18,25].

2.2.1 Fattori di rischio e processi coinvolti nella rottura

Disordini alla struttura del tessuto connettivo, in particolare nel contenuto e nella struttura del
collagene, causano un indebolimento nella membrana fetale e un livello maggiore di rischio di
rottura prematura.

Le gravidanze nelle quali i feti sono affetti dalla sindrome di Ehlers-Danlos' rappresentano un
esempio di PROM associata ad anormalita nella struttura di collagene della membrana. E stato
infatti verificato da uno studio [26] che il 78% dei pazienti analizzati affetti da questa sindrome
¢ stato partorito prematuramente in seguito a rottura prematura spontanea della membrana
fetale.

Ad aumentare il rischio di PROM sono inoltre le carenze nutrizionali, che predispongono le
donne ad alterazioni della struttura del collagene, ed il fumo di tabacco, che contribuisce ad

abbassare la concentrazione di acido ascorbico nel siero materno. L’acido ascorbico €

! Disturbo ereditario del tessuto connettivo costituito da un gruppo di almeno undici disordini che portano ad
iperelasticita della pelle e delle articolazioni.
15



necessario per la formazione della struttura a tripla elica del collagene e una sua diminuzione €
associata ad un incremento del rischio di rottura prematura della membrana. In aggiunta, il
cadmio presente nel tabacco causa una riduzione della disponibilita di rame che contribuisce a
sua volta all’alterazione della struttura del collagene nelle membrane fetali delle fumatrici.
Un’altra possibile causa della rottura prematura delle membrane fetali, come detto in
precedenza, ¢ da ricondursi allo sbilanciamento tra I’attivita delle MMPs della matrice e quella
dei loro inibitori tissutali. Mentre 1’azione bilanciata dei due ¢ essenziale per i1 processi di
rimodellamento della matrice extracellulare, uno squilibrio porta ad una degradazione
inappropriata della matrice extracellulare dell’amnion e del chorion. Nelle membrane rotte
prematuramente si € verificato un incremento dell’attivita proteasica, in particolare quella della
MMP-9, e una diminuzione della concentrazione di TIMP-1 (Tissue Inhibitor of
MetalloProteinase, TIMP) nel fluido amniotico. L’incremento dell’attivita delle MMPs
potrebbe essere dovuto ad una predisposizione genetica.

A lungo ¢ stato dibattuto se le infezioni intrauterine siano una causa o una conseguenza della
rottura della membrana. Alcuni studi hanno dimostrato che se 1’infezione si presenta entro 12
ore dalla rottura, essa corrisponde ad una causa, mentre, se si verifica dopo 72 ore, rappresenta
una conseguenza.

I processi attraverso i quali tali infezioni influenzano la probabilita di rottura della membrana
sono diversi e ciascuno di questi induce la degradazione della matrice extracellulare. Alcuni
microrganismi gia presenti nella flora vaginale, come ad esempio lo streptococco B, secernono
proteasi che possono indebolire i tessuti delle membrane fetali attraverso la degradazione del
collagene.

Un altro meccanismo puo essere la risposta infiammatoria del paziente all’infezione batterica,
attraverso la produzione di citochine che aumentano 1’espressione di MMP-1 e MMP-3 nelle
cellule coriali. L’infezione batterica e la conseguente risposta inflammatoria promuovono
inoltre la produzione di prostaglandine che, irritando 'utero e causando la degradazione del
collagene, si pensa possano aumentare il rischio di rottura della membrana. In aggiunta, la
risposta all’infezione causa la produzione di glucocorticoidi che, all’interno del tessuto
dell’amnion, stimolano a loro volta la produzione di prostaglandine.

E stato osservato come, nell’area che circonda la rottura successivamente a PROM, la
membrana fetale presenti diverse cellule apoptotiche. L’apoptosi consiste in una forma di morte
cellulare programmata coinvolta nel rimodellamento di vari tessuti riproduttivi, compresi

I’utero e la cervice. Inoltre, nei casi di rottura prematura della membrana legati a

16



corioamnionite?, la risposta immunologica a tale infiammazione accelera a sua volta la morte
cellulare nell’amnion e nel chorion.

La rottura della membrana fetale puo essere indotta anche da forze meccaniche. Lo stiramento
delle membrane fetali, infatti, incrementa [’attivita delle MMP-1 e la produzione delle
prostaglandine, in particolare la E, rendendo la membrana piu debole e propensa a rottura.
Inoltre, lo stiramento ripetuto dell’amnion e del chorion puo causare un fenomeno noto come
“indurimento per deformazione”; tale fenomeno rende la membrana meno elastica e piu
soggetta a rottura.

Lo stress ossidativo ¢ un ulteriore fenomeno legato alla rottura prematura della membrana
fetale. Un bilancio ossidoriduttivo stabile tra le specie reattive dell’ossigeno (Reactive Oxygen
Species, ROS) e gli antiossidanti ¢ un requisito fondamentale per il proseguimento di una
gravidanza sana. Nei casi di gravidanze ad alta quota, presenza di malattie microvascolari o
carenze di nutrienti antiossidanti, che portano ad elevate richieste energetiche, lo stress
ossidativo causa un incremento della produzione di ROS e dunque porta ad uno sbilanciamento
dell’equilibrio ossidoriduttivo. E stato dimostrato come il collagene sia particolarmente
suscettibile ai danni causati dalle molecole ossidanti, dunque un incremento di ROS porta alla
compromissione della funzione e dell’integrita delle strutture del collagene, nonché dei tessuti
stessi delle membrane fetali. Altre cause di accumulo di stress ossidativo potrebbero essere
infezioni, fattori comportamentali, come 1’abuso di droghe e alcol o il fumo di tabacco, € un
indice di massa corporea troppo alto o troppo basso.

L’eccessiva degradazione del collagene e I’insufficiente rimodellamento del tessuto della
membrana fetale, conseguentemente ai processi sopra descritti, causano I’aumento del numero
e della dimensione (in larghezza e profondita) di microfratture che si estendono attraverso lo
strato spugnoso della matrice extracellulare. Tali microfratture possono poi agire come canali
di comunicazione tra gli strati dell’amnion e del chorion attraverso i quali si possono infiltrare
le cellule infiammatorie e il liquido amniotico, rendendo la membrana piu incline a rottura

prematura (Figura 2.3) [2,25,27,28].

2 Infezione batterica che si origina nel tratto genitale e urinario inferiore e si sposta poi nella cavitd amniotica
coinvolgendo le due membrane fetali e il liquido amniotico.
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Figura 2.3: Diagramma riassuntivo dei meccanismi che portano a rottura prematura della membrana fetale.

In seguito alla rottura spontanea, la ferita che si forma sulla membrana fetale ¢ larga, lacerata e
si allarga fino a diversi centimetri. Il sito della rottura corrisponde ad una zona predefinita
situata sopra l’ostio cervicale. 1 bordi delle ferite risultano irregolari a causa del loro

arrotolamento, rendendo cosi gli interventi di sigillatura pitt complessi e urgenti da attuare [9].

La rottura prematura della membrana fetale pud causare corioamnionite, un’infezione intra-
amniotica che aumenta il rischio di sepsi fetale (dal 2.8% 10%) e di enterocolite necrotizzante

(Necrotizing EnteroColitis, NEC)?® nei neonati (dal 7.7% al 11.2%).

3 Patologia causata dall’invasione batterica della parete intestinale che pud provocare necrosi dei tessuti.



Dopo la rottura, essendo stata compromessa la barriera protettiva del feto, le superfici della
membrana amniotica, corionica, della decidua, della pelle e delle mucose fetali vengono
rapidamente colonizzate da batteri.

Qualora la PROM porti a nascite molto premature, I’inflammazione fetale acuta, placentare
corionica e le complicanze legate all’inflammazione neonatale, contribuiscono allo sviluppo di
danni permanenti al cervello in via di sviluppo nei neonati.

Attualmente risulta che nel 33% dei casi la rottura prematura della membrana fetale porti alla
nascita del feto entro una settimana. Qualora essa si verifichi tra le 14 e le 28 settimane di
gestazione, uno studio [29] ha verificato che solo il 23% dei neonati ¢ nato vivo e il tasso di
mortalita complessivo ¢ risultato essere del 95%. Nello stesso studio, il 69% dei casi ¢ legato a
corioamnionite e il 12% delle pazienti ha sviluppato emorragie post-partum.

E stato inoltre verificato che i casi di corioamnionite sono associati ad un rischio maggiore di
sviluppo di ulteriori complicanze quali: sindrome da distress respiratorio nei neonati* (aumento
del tasso circa del 9%), sepsi neonatale precoce, NEC, severe emorragie intraventricolari (dal
8.4% al 14.5%) e leucomalacia periventricolare (dal 5.7% al 8.4%), un tipo di lesione encefalica
con severe conseguenze per i neonati, quali epilessia, ritardo mentale e dello sviluppo, disturbi
visivi e paralisi cerebrale. La corioamnionite risulta dunque associata ad un incremento dei tassi
di mortalita infantile e di sviluppo di gravi morbilita.

La diminuzione di liquido amniotico causata dalla sua fuoriuscita attraverso la ferita puo portare
ad oligoidramnios. Qualora prolungata nel tempo, tale condizione pud portare a displasia
broncopolmonare, con un tasso di mortalita perinatale fino all’80%. La quantita di liquido
amniotico residuo ¢ proporzionale al tasso di sopravvivenza fetale e di latenza al parto senza
incremento di complicanze materne.

I recenti sviluppi in neonatologia mirano non solo a diminuire 1’eta gestazionale media alla
quale 1 feti sopravvivono, ma anche ad aumentare la percentuale di neonati sopravvissuti senza

conseguenze sulla loro salute [21,26].

4 Sindrome che colpisce i neonati prematuri con i polmoni non completamente sviluppati ed & causata dalla
mancanza di sufficiente surfattante, sostanza prodotta dai polmoni, che ne permette I’apertura e impedisce il
collasso degli alveoli.
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Capitolo 3. Trattamenti attuali per la rottura prematura della membrana
3.1 Diagnosi

La diagnosi di PROM viene tipicamente effettuata attraverso un’accurata anamnesi della
paziente, un esame fisico e specifici studi di laboratorio. Il sospetto nasce, nella maggior parte
dei casi, da un’improvvisa perdita acquosa dalla vagina, di colore giallo pallido o trasparente.
Per selezionare le migliori terapie per ciascuna paziente € necessario innanzitutto verificare la
presunta data del concepimento. In seguito, il sospetto di PROM viene di solito verificato
tramite esame con speculum sterile. Se tale esame accerta la presenza di liquido amniotico nella
vagina, la diagnosi viene confermata e non sono necessari ulteriori indagini. Se la diagnosi ¢,
invece, ancora incerta, altri test possono essere effettuati, in particolare: il ferning test’ e il test
alla nitrazina. La cartina alla nitrazina apparira di colore blu qualora il pH del campione
esaminato sia oltre 6.0: infatti, il pH vaginale in condizioni stabili ha valori che vanno da 4.5 a
6.0, mentre il liquido amniotico, essendo piu alcalino, ha pH superiori, intorno a 7.0.

Entrambi questi test possono tuttavia dare falsi positivi in caso di contaminazione di altre
sostanze come sangue, liquido seminale o muco cervicale.

Nel caso in cui, dopo aver effettuato tutti i test sopra citati, la diagnosi non possa ancora essere
confermata, si pud passare ad un esame ecografico. Se anche 1’esito di questo esame ¢ incerto,
un ulteriore metodo consiste nell’amniocentesi con infusione di indaco carminio all’interno
della cavita amniotica. Se il tampone si tinge di blu entro mezz’ora dall’iniezione, il test risulta
positivo. Essendo questo un test particolarmente invasivo e soggetto a diversi rischi, come la
contrazione di infezioni o ’ingestione da parte del feto di alcune particelle di colorante con
conseguenti ripercussioni sul suo sviluppo, quando possibile ¢ preferibile evitarlo.

Un test piu recente e ancora scarsamente utilizzato misura la concentrazione di alfa
microglobulina-1 placentare (Placental Alpha MicroGlobulin-1, PAMG-1) nelle secrezioni
cervico-vaginali. Tale glicoproteina, sintetizzata dalla decidua, ha infatti concentrazioni alte nel
fluido amniotico, basse nel sangue materno ed estremamente basse nelle secrezioni cervico-
vaginali, quando le membrane sono intatte. Secondo uno studio [30], il PAMG-1 test risulta
avere una sensibilita del 97.33% e una specificita del 98.67%, contro una sensibilita del 84%
del ferning test e del 86.67% del test alla nitrazina e una specificita del 78.67% del ferning test
e del 81.33% del test alla nitrazina [19,20,21,31].

5 Valuta la capacita di cristallizzazione del liquido amniotico attraverso 1’osservazione al microscopio di un
campione di liquido posto su un vetrino e lasciato seccare.
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3.2 Terapie

3.2.1 Antibiotici

Ad oggi, gli antibiotici sono considerati il trattamento principale per le pazienti con PROM.
La somministrazione di antibiotici puo infatti ridurre il rischio di contrarre infezioni e ritardare
I’avvento del parto.

Due diversi studi [32,33] hanno analizzato che 1’assunzione di antibiotici riduce 1’incidenza di
corioamnionite, endometrite postparto®, emorragia intraventricolare, polmonite e sepsi
neonatale.

Come visto precedentemente, la corioamnionite pud portare a gravi conseguenze, anche
mortali, come NEC, sepsi, lesioni alla materia bianca del cervello e displasia broncopolmonare;
da qui si evince il ruolo fondamentale giocato dagli antibiotici nel contrastare tali patologie.

In particolare, nel contesto di Paesi a basso reddito, dove 1’accesso ad altre terapie risulta essere
ridotto, gli antibiotici potrebbero prevenire circa il 4% delle morti neonatali dovute a
complicazioni legate alla nascita prematura e 1’8% di quelle dovute a infezioni.

Non ci sono ancora dati certi su quale sia effettivamente il miglior regime antibiotico. Secondo
il National Institute of Child Health and Human Development, una terapia antibiotica efficace
consiste nella somministrazione di ampicillina ed eritromicina ogni sei ore per quarantotto ore
e successivamente di amoxicillina ed eritromicina ogni otto ore per cinque giorni. Il risultato di

tale terapia ¢ I’allungamento della gravidanza per circa tre settimane [19,20,21].

3.2.2 Corticosteroidi

Grazie ai corticosteroidi si osserva una diminuzione di mortalita e morbidita neonatale
successiva a PROM. Secondo uno studio [34], 1 corticosteroidi possono ridurre I’incidenza di
emorragia intraventricolare (da 15.9% a 7.2%), di NEC (da 4.6% a 0.8%) e di sindrome da
distress respiratorio (35.4% a 20%).

La terapia piu comunemente utilizzata consiste nell’iniezione intramuscolare di betametasone

o desametasone ogni ventiquattro o dodici ore (rispettivamente) per due giorni consecutivi [20].

¢ Infezione uterina causata dalla risalita di batteri vaginali subito dopo il parto.
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3.2.3 Tocolisi

Secondo le analisi, la terapia tocolitica potrebbe ritardare I’avvento del parto, ma non risulta
portare a miglioramenti nei rischi di morbidita neonatale. I dati relativi a questa cura sono
comunque piuttosto scarsi; in particolare, non ¢ stato studiato il suo utilizzo in concomitanza
ad antibiotici e corticosteroidi [19,20]. La terapia tocolitica dovrebbe pertanto essere utilizzata
solo qualora ci fossero evidenti necessita di prolungare la gravidanza di ventiquattro-
quarantotto ore; ad esempio, per consentire il trasferimento della paziente ad una struttura
specializzata in nascite premature e per consentire lo sviluppo polmonare del feto [35].

In ogni caso, la scelta della terapia specifica varia sensibilmente da un Paese all’altro. Negli
Stati Uniti, ad esempio, vengono utilizzati il solfato di magnesio e la nifedipina. La nifedipina
risulta avere diversi effetti collaterali, dai pit comuni, come febbre e mal di testa, ai piu rari,
come ipotensione materna ¢ morte fetale; per questo, la dose somministrata deve essere
piuttosto bassa. Il solfato di magnesio ¢ consigliato negli avventi di PROM ad eta gestazionali
precedenti alla trentesima settimana, in quanto risulta abbassare il rischio di sviluppo di paralisi
cerebrale nel neonato. In Germania, invece, I’utilizzo di solfato di magnesio nei casi di PROM
non ¢ stato approvato per via dell’incremento del rischio per le madri di sviluppare edema
polmonare. Viene invece preferito I’atosiban o i f-mimetici, da somministrare per quarantotto
ore. Alcuni effetti collaterali riscontrati sono dispnea, tremori, tachicardia, dolori al petto e

iperglicemia [19,21,31].

3.3 Trattamenti in base all’eta gestionale
Gestire efficacemente la PROM significa trovare un equilibrio tra 1 vantaggi di prolungare la
gravidanza e 1l rischio di contrarre infezioni intra-amniotiche, considerando le relative

conseguenze per la madre e il nascituro [21].

3.3.1 Da 34 a 36 settimane di gestazione

Dalle 34 settimane di gestazione ¢ stato verificato che 1’opzione migliore consiste
nell’induzione al parto, mentre il prolungamento della gravidanza con somministrazione di
terapie (quelle sopra citate) dovrebbe essere evitato. Infatti, uno studio [36] ha dimostrato che,
in questi casi, il prolungamento della gravidanza pud portare ad un rischio piu elevato di
contrarre corioamnionite ¢ ad un abbassamento del pH medio del cordone ombelicale, senza,

secondo un altro studio [37], un miglioramento in termini di mortalita e morbidita neonatale.
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E comunque sempre indicato somministrare alla paziente antibiotici specifici per prevenire
I’infezione da streptococco di gruppo B.
Per quanto riguarda il parto, ¢ consigliato trasportare la paziente in una struttura specializzata

nella cura dei neonati prematuri e il parto vaginale non sembra avere controindicazioni [20].

3.3.2 Da 32 a 33 settimane di gestazione

Nel caso in cui sia stata verificata la maturita polmonare del feto, nei casi di PROM da 32 a 33
settimane di gestazione, 1’opzione migliore risulta ancora essere 1’induzione del travaglio,
preceduta dal trasporto in una struttura specializzata nella cura dei neonati prematuri.

Nel caso di maturita polmonare non comprovata, i dati sulla gestione migliore della paziente
sono insufficienti. Tipicamente si opta per la somministrazione di antibiotici e corticosteroidi
per quarantotto ore per poi passare all’induzione del parto oppure, nel caso sia possibile un
attento monitoraggio del benessere del feto e della madre, si puod considerare la posticipazione

del parto a quando si saranno raggiunte le 34 settimane di gestazione [20].

3.3.3 Da 24 a 31 settimane di gestazione

Prima delle 32 settimane di gestazione, il parto potrebbe portare a gravi conseguenze sulla
sopravvivenza e la salute del feto, ma risulta comunque necessario nel caso di comprovata
corioamnionite. In questi casi, 1’obiettivo ¢ il prolungamento della gravidanza fino alle 34
settimane di gestazione, con un controllo sullo sviluppo polmonare del feto a 32 settimane ed
un eventuale parto anticipato in caso affermativo.

Alle pazienti vanno somministrati antibiotici e corticosteroidi ed ¢ importante che il benessere
della madre e del feto sia costantemente monitorato. Importante ¢ soprattutto porre attenzione
all’eventuale comparsa di sintomi di corioamnionite, come temperatura orale superiore ai 38°C,

dolore uterino, contrazioni regolari e leucocitosi (Figura 3.1) [20].

3.3.4 Meno di 24 settimane di gestazione

La maggior parte delle pazienti con PROM a meno di 24 settimane di gestazione partorisce
dopo al massimo una settimana. E importante avvisare le pazienti che, anche in caso di ritardo
del parto, la gravidanza potrebbe comunque non protrarsi abbastanza a lungo da consentire la
sopravvivenza sana del bambino. I bambini nati dopo nascite molto premature hanno infatti un
elevato rischio di soffrire di problematiche molto serie anche a lungo termine, come anomalie

neurologiche e dello sviluppo o paralisi cerebrale. Proporzionale all’eta gestionale ¢ il rischio
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di sviluppare anche la sindrome di Potter, una problematica causata dall’oligoidramnios che

porta a deformazioni da pressione negli arti e nel viso e ad ipoplasia polmonare’ [20].

History suggestive of preterm PROM
Sudden gush of fluid or continued leakage of fluid.

}

Physical examination
Sterile speculum examination. Check nitrazine paper for pH level and perform a ferning test.
Perform ultrasonography for fluid index and instillation of indigo carmine, if indicated.

’ ,

No PROM Preterm PROM confirmed
Discharge home if Transport to a specialized facility if possible.
reassuring fetal heart Deliver if evidence of intra-amniotic infection, nonreassuring
tracing and no evidence fetal heart tracing, significant abruption,
of preterm labor. cord prolapse, or active labor.

24 to 31 weeks’ gestation

Administer corticosteroids. 32 to 33 weeks' gestation

- L Administer corticosteroids. 34 to 36 weeks’ gestation
Administer antibiotics. N L . N
. , . Administer antibiotics. Administer antibiotics for
Deliver at 34 weeks’ gestation, . . ;
, Consider amniocentesis group B streptococcus
or at 32 to 33 weeks . . .
or deliver at 34 prophylaxis; then deliver.

gestation if lung maturity is

indi i i weeks’ tation.
indicated by amniocentesis. eeks gestatio

Figura 3.1: Diagramma riassuntivo degli attuali metodi di gestione della PROM.

7 Patologia dovuta alla ridotta formazione di tessuto polmonare.
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Capitolo 4. Possibili metodi di riparazione con ’utilizzo di biomateriali

4.1 Amniopatch

L’ Amniopatch ¢ una tecnica sperimentata per la prima volta nel 1996 e consiste nell’infusione
intra-amniotica di una miscela di piastrine autologhe e crioprecipitato, un concentrato derivato
dal plasma. Il principio alla base di questo approccio prevede di lasciare che le piastrine
identifichino il sito di rottura, nel quale viene meno la continuita dell’endotelio, e il
crioprecipitato contribuisca poi alla stabilizzazione del coagulo grazie al suo contenuto di fattori
della coagulazione, come il fibrinogeno.

Le candidate ideali per questa tecnica sono le pazienti con rottura prematura iatrogena della
membrana fetale avvenuta tra le 16 e le 24 settimane di gestazione, in assenza di infezioni intra-
amniotiche. In tali casi, la percentuale di successo dell’Amniopatch risulta essere di circa il
50% [38,39,40].

Nei casi di rottura spontanea, la tecnica risulta invece piuttosto inefficace, a causa delle
differenti caratteristiche della ferita da sigillare, che risulta piu larga e irregolare, piu difficile
da raggiungere e tipicamente associata ad infezioni. Le infezioni intra-amniotiche possono
infatti interferire con il processo di guarigione dell’Amniopatch attraverso due processi
principali: la rapida degradazione del tappo di fibrina e piastrine, causata dagli enzimi
fibrinolitici batterici prodotti dall’infezione, e la reazione inflammatoria provocata dai leucociti,
che porta ad un ulteriore indebolimento della membrana [39].

Successivamente alla diagnosi di PROM, le pazienti selezionate vengono tenute a riposo per
circa una settimana con somministrazione di antibiotici per via endovenosa e monitoraggio
continuo dello stato della ferita e del volume di liquido amniotico. Durante questo periodo, se
la paziente ¢ idonea alla donazione autologa, vengono preparati concentrati piastrinici e
crioprecipitato attraverso plasmaferesi. In caso di non idoneita, si ricorre ad un donatore
compatibile. In seguito, viene eseguita una tecnica di amnioinfusione guidata da ultrasuoni con
un ago da amniocentesi da 22 gauge (circa 0.72 millimetri di diametro). Il sito di inserzione
dell’ago ¢ indipendente dal sito di rottura della membrana. Per prime sono iniettate le piastrine,
seguite poi dal crioprecipitato. Qualora venisse osservata bradicardia fetale, la
somministrazione di piastrine viene interrotta e sostituita da soluzione fisiologica, utilizzata
come diluente. La procedura richiede tipicamente circa 20 minuti a causa della lenta infusione
dei prodotti. Nei giorni successivi viene ripreso il riposo a letto e la somministrazione di
antibiotici, accompagnati da un monitoraggio giornaliero dell’indice di liquido amniotico e

della frequenza cardiaca fetale.
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Il protocollo originario prevedeva la somministrazione di un’unita intera di piastrine; dose che
¢ stata poi ridotta alla meta a causa di alcuni decessi fetali probabilmente legati all’attivazione
improvvisa di un elevato numero di piastrine [38,39,41]. Le cause precise dei decessi restano
sconosciute; tuttavia, la bradicardia acuta e 1’ipotensione, osservate in tali casi, possono essere
spiegate con la secrezione da parte delle piastrine di sostanze vasoattive come la serotonina, la
bradichinina e 1’adenosina difosfato. Un ulteriore possibile rischio legato all’utilizzo
dell’ Amniopatch consiste nella formazione di bande fibrose attorno al cordone ombelicale; tale
problematica, ad oggi, ¢ stata verificata solo nei casi di pazienti con sindrome da trasfusione
feto-fetale [38,40,41].

I1 successo del trattamento ¢ determinato dall’assenza di ulteriore perdita di liquido amniotico
e dal ripristino dell’indice di liquido amniotico originario. L’insuccesso ¢ invece definito come
la continua perdita di liquido e/o persistente oligoidramnios [39,42].

L’esatto meccanismo di funzionamento dell’Amniopatch resta per lo piu sconosciuto.
L’amnion, non contenendo vasi sanguigni, ¢ incapace di stimolare I’attivazione delle piastrine,
la formazione di fibrina e il processo di guarigione delle ferite. Probabilmente, le piastrine
iniettate riescono, invece, a giungere nel sito di rottura della membrana amniotica,
attaccandovisi. Si ipotizza che venga poi innescata la via intrinseca del processo di
coagulazione. Tale processo, caratterizzato da una cascata di eventi proteolitici, porta
all’attivazione della trombina, enzima in grado di trasformare il fibrinogeno in fibrina. La
fibrina, essendo insolubile, permette la successiva formazione del coagulo che funge da tappo
per la ferita. Inoltre, le piastrine sono anche una fonte endogena di fattori di crescita e

chemiotattici, che a loro volta possono favorire il processo di guarigione della ferita [39,41].

4.2 Collagen plug

La tecnica del collagen plug con shape memory utilizza un dispositivo realizzato in collagene.
L’idea alla base del suo funzionamento ¢ quella di sfruttare la proprieta di shape memory,
conferite al dispositivo attraverso una serie di trattamenti, iniettando il collagen plug nel sito di
rottura e lasciandolo espandere, riprendendo cosi la sua forma originaria, fino a sigillare la
ferita. Anche in questo caso la tecnica risulta piu efficace nei casi di rottura iatrogena della
membrana in ragione delle caratteristiche di tali ferite; studi in casi di rottura spontanea devono
ancora essere approfonditi.

L’utilizzo del collagene di tipo 1 € motivato dalla sua biocompatibilita, facile reperibilita e

biodegradabilita e grazie all’impiego di collagene altamente purificato si garantisce inoltre una
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risposta inflammatoria minima da parte dell’organismo. In aggiunta, il collagene ha dimostrato
capacita di stimolazione per la migrazione di cellule mesenchimali dell’amnion. La sua
biodegradabilita, importante elemento da considerare in vista di eventuali gravidanze future,
rappresenta tuttavia anche un limite a causa della velocita di degradazione troppo elevata che
mitiga I’efficacia del plug nel tempo. Questa caratteristica viene migliorata grazie alle tecniche
applicate per conferire proprieta di shape memory al materiale. A tal fine il plug di collagene
viene infatti sottoposto a diverse procedure quali reticolazione, congelamento, liofilizzazione e
piegatura ed ¢ proprio la reticolazione chimica ad aumentare la forza e il tempo di degradazione
del plug, garantendogli una durata tale da coprire le restanti settimane di gestazione.

Grazie alla piegatura, il plug riduce notevolmente le sue dimensioni, permettendone
I’inserimento all’interno del difetto attraverso 1’uso di un trocar da circa 2.97 millimetri,
tipicamente utilizzato in fetoscopia. Per questo motivo, questa tecnica puo essere applicata
anche in via preventiva immediatamente dopo 1’effettuazione di procedure fetoscopiche,
facendo passare il plug direttamente attraverso la cannula utilizzata per 1’intervento. Una volta
che il plug entra in contatto con un fluido polare, quale il liquido amniotico, inizia ad espandersi
fino anche a triplicare il proprio diametro entro un minuto, sigillando cosi la ferita.

Per preparare il plug, le fibrille di collagene di tipo 1 purificate vengono sospese in acido acetico
al fine di creare una soluzione uniforme all’1.5% di collagene e sono poi lasciate gonfiare per
tutta la notte. La sospensione viene poi omogeneizzata, pressandola attraverso 1’ugello di una
siringa, e colata in tubi di 9.9 millimetri di diametro. Dopo la rimozione di eventuali bolle d’aria,
1 tubi vengono congelati a -20 °C per piu di quattro ore e successivamente sottoposti a
liofilizzazione, un processo che rimuove 1’acqua per sublimazione, trasformando cosi il
collagene in una forma secca e stabile. I plug liofilizzati sono poi inumiditi in un buffer di acido
2-morfolinoetan-solfonico (MES), contenente etanolo, a pH di 5.0 e reticolati utilizzando 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimide (EDC) e N-idrossisuccinimide (NHS) per tre ore a
temperatura ambiente. Dopo la reticolazione, 1 plug vengono lavati con soluzione salina e acqua
demineralizzata, quindi nuovamente congelati e liofilizzati. Infine, vengono tagliati a 4,5
centimetri di lunghezza e piegati radialmente con una macchina piegatrice a 552 kPa.

Durante la reticolazione chimica si formano legami ammidici tra i gruppi amminici e
carbossilici nelle fibrille di collagene. Questo processo riduce la quantita di gruppi idrofilici,
creando aree idrofobiche nel plug e rendendolo stabile e compatto. In questo stato il plug ¢
pronto per essere piegato, creando cosi la deformazione delle interfacce tra le aree idrofobiche

e idrofiliche e portando il plug in uno stato energeticamente sfavorevole.
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Una volta che il plug piegato entra a contatto con un fluido polare, come il liquido amniotico,
le interfacce idrofobiche saranno esposte all’ambiente polare circostante, aumentando 1’energia
libera di Gibbs, a causa della maggiore solvatazione delle regioni idrofobiche. Questo processo
comporta una riduzione dell’entropia del sistema, generando una forza che spingera il plug a
ritornare alla sua forma originale espansa, recuperando le interfacce idrofobiche e idrofiliche.
I1 plug immerso nel fluido polare si espandera dunque rapidamente sigillando cosi il difetto
nella membrana fetale [43].

Per migliorare ulteriormente 1’efficacia del collagen plug, alcuni studi hanno ipotizzato e
sperimentato 1’arricchimento del dispositivo con piastrine e cellule del liquido amniotico o con
fibrinogeno al fine di aumentare la proliferazione cellulare e favorire ulteriormente la

riparazione della membrana [44,45].

4.3 Fibrin sealants

I1 possibile utilizzo di fibrin sealants per la gestione della rottura prematura della membrana
fetale fu suggerito per la prima volta nel 1979. L’idea alla base ¢ che, grazie all’attivazione del
fibrinogeno da parte della trombina, i fibrin sealants abbiano la capacita di mimare 1’ultima fase
della cascata coagulativa portando alla formazione di un coagulo semirigido di fibrina. La
formazione del coagulo dovrebbe dunque permettere di sigillare la membrana ed evitare la
fuoriuscita di liquido amniotico [46]. I principali componenti dei fibrin sealants sono il
fibrinogeno, la trombina e il fattore XIII, noto anche come “fattore di stabilizzazione della
fibrina”. Sono inoltre contenuti anche il calcio e la fibronectina, per migliorare I’adesione del
coagulo e attivare il fattore XIII [47]. Alcuni studi preliminari includono I’aggiunta di acido ¢-
aminocaproico, un agente antifibrinolitico che incrementa la durata del coagulo, riducendone
la degradazione da parte dei fattori della fibrinolisi, che potrebbero essere gia stati
precedentemente attivati e aver influito nella rottura della membrana. I sigillanti commerciali
utilizzano invece, con lo stesso scopo, I’aprotinina, derivante dal tessuto polmonare bovino e,
per questo, meno sicura dal punto di vista di biocompatibilita e citotossicita [46].

A differenza di altri adesivi sintetici usati in ambito clinico, 1 fibrin sealants hanno il vantaggio
di essere biocompatibili e biodegradabili, evitando di indurre risposte inflammatorie o reazioni
da corpo estraneo.

Nella Tabella 4.1 sono elencati 1’origine e la concentrazione dei componenti dei fibrin sealants

commerciali attualmente utilizzati.
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Componente Concentrazione Origine

Fibrinogeno 80-120 g/l Plasma umano
Fattore XIII 10-30 TU/ml Plasma o placenta umana
Fibronectina 5-20 g/l Plasma umano
Trombina 300-600 NIH-U/ml Plasma umano o bovino
Aprotinina 3,000 KIU/ml Polmone bovino
Cloruro di calcio 40-60 mM Inorganico

Tabella 4.1: Componenti, concentrazioni e origini dei prodotti commerciali di fibrin sealants.

La presenza di trombina ¢ un fattore essenziale per regolare la velocita di polimerizzazione del
fibrinogeno in fibrina; inoltre, grazie alle sue proprieta mitogene, contribuisce alla guarigione
della ferita. Originariamente veniva utilizzata trombina di origine bovina mentre attualmente,
la maggior parte dei sigillanti in Europa sono preparati utilizzando trombina derivata dal plasma
umano, al fine di evitare potenziali problemi immunologici e, soprattutto, il rischio di
trasmissione di patogeni zoonotici.

I1 concentrato di fibrinogeno, fibronectina e fattore XIII ¢ ottenuto principalmente da due fonti:
il crioprecipitato plasmatico e la frazione I di Cohn. Il crioprecipitato viene prodotto
scongelando il plasma a basse temperature e formando successivamente una pasta che contiene
fibrinogeno, fibronectina e altri componenti, ma ¢ spesso carente di fattore XIII attivo. La
frazione 1 di Cohn deriva invece dal plasma umano intero, precipitato con etanolo a bassa
temperatura e pH neutro, e contiene fibrinogeno e fattore XIII in concentrazioni maggiori. Il
processo di produzione dei sigillanti prevede inoltre la purificazione del fibrinogeno, prestando
particolare attenzione a non comprometterne la coagulabilita, attraverso diverse fasi di
precipitazione e centrifugazione, seguite da solubilizzazione e sterilizzazione virale. Una volta
purificato, il concentrato di fibrinogeno viene ulteriormente concentrato tramite ultrafiltrazione
e successivamente liofilizzato e dispensato asetticamente in fiale. Le due componenti
liofilizzate, il concentrato e la trombina, vengono poi miscelate in situ in presenza di calcio
ionizzato, in modo tale da permettere alla trombina di attivare il fibrinogeno facendo si che
polimerizzi in fibrina, formando il coagulo insolubile e stabile [47].

Per I’applicazione del fibrin sealant vengono utilizzate due siringhe, ciascuna contenente uno
dei due componenti, attaccate all’estremita di un catetere a doppio lume che viene inserito
attraverso il collo dell’utero e fatto avanzare sino al sito di rottura sotto guida ecografica.

Successivamente, circa 1-2 ml di ciascun componente vengono iniettati lentamente finché il
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coagulo non risulta visibile ecograficamente. Le pazienti vengono poi tenute a riposo per 96
ore sotto antibiotici. Una volta trascorse le ore, qualora non si fosse verificato un aumento
apprezzabile di volume di liquido amniotico, la procedura viene eventualmente ripetuta fino ad
un massimo di cinque riapplicazioni. Successivamente le pazienti sono tenute a riposo sotto
controllo costante sino al parto. Secondo diversi studi, la tecnica risulta nel complesso efficace
in circa il 60% dei casi e, in ogni caso, porta ad un aumento del periodo di latenza tra rottura
della membrana e parto, migliorando notevolmente le prognosi delle madri e, in particolare, dei

feti successivamente a PROM [46].

4.4 Mussel glue

La mussel glue ¢ una sostanza adesiva naturale studiata ed utilizzata in particolare per le sue
proprieta di adesione e resistenza in ambienti acquatici. Questa colla biologica prende
ispirazione dalle capacita dei molluschi di aderire a diverse superfici, come rocce e scafi di navi,
grazie alla produzione di adesivi proteici, chiamati proteine adesive delle cozze (Marine
Adhesive Proteins, MAPs). A conferire le proprieta adesive alle MAPs ¢ soprattutto la presenza
di 3,4-diidrossifenilalanina (DOPA), un amminoacido derivato dalla tirosina con capacita di
formare interazioni dirette tra le sue catene laterali e le superfici. Inizialmente le MAPs vengono
secrete come fluidi che induriscono poi in situ, mentre la DOPA contribuisce alla formazione
di legami intermolecolari, formando cosi una placca adesiva solida. La reticolazione
intermolecolare della DOPA avviene principalmente tramite la sua ossidazione.

La formazione delle mussel glue si basa sulla sintesi di polimeri di polietilenglicole (PEG),
polimeri con proprieta di viscosita controllabile e biocompatibilita, modificati con gruppi
terminali di DOPA (Figura 4.1). Al fine di ottenere 1 polimeri PEG-DOPA vengono utilizzati
PEG lineari e ramificati con gruppi amminici terminali. I polimeri risultanti vengono poi
polimerizzati in idrogeli. Questo approccio consente di ottenere un materiale biocompatibile,
non citotossico e con proprieta adesive molto simili a quelle delle colle naturali dei molluschi
[48]. La mussel glue risulta dunque una potenziale candidata per la riparazione della membrana
fetale successivamente a PROM. Nonostante ad oggi non siano ancora stati effettuati test in

vivo, diversi sono gli studi svolti su membrane artificiali, prove in vitro o su modelli animali.
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Figura 4.1: Struttura chimica di PEGs modificati con gruppi DOPA nei casi di due (A), uno (B) e quattro (C)
bracci.

Per Dl’applicazione sul sito di rottura vengono miscelati eguali volumi di cPEG (PEG
funzionalizzato con DOPA) e soluzione con periodato di sodio, un agente ossidante che induce
dunque la formazione di legami covalenti crociati da parte di DOPA, facilitando cosi la
gelificazione del materiale adesivo sulla superficie della membrana [49].

Nel complesso, negli studi ex vivo, la mussel glue ha dimostrato di essere biocompatibile,
resistente alla degradazione una volta immersa nel liquido amniotico, in grado di aderire alla
membrana fetale nonostante 1’ambiente acquoso e sigillare la ferita [50].

In confronto alla tecnica con fibrin sealants, la mussel glue sembra avere una durata
sensibilmente maggiore (22 giorni contro un massimo di 9) e migliori proprieta meccaniche e
adesive. Il principale punto di forza della mussel glue sta nella sua capacita di adattarsi ad
ambienti acquosi. Al contrario dei fibrin sealants, la mussel glue, una volta iniettata nel sito di
rottura, ha una viscosita iniziale piuttosto bassa; questo permette alla colla di spostare lo strato
acquoso sovrastante e stabilire un contatto diretto con la membrana fetale creando cosi dei
legami piu saldi e duratori, prima che inizi la geliﬁcazione. In questo modo, questa tecnica
risulta efficace in caso di difetti sia piccoli che pitl grandi. E stato inoltre dimostrato che il
modulo di Young della mussel glue ¢ di circa 57.8 kPa, simile a quello della membrana fetale.
Questo conferisce alla colla la capacita di adeguarsi alle deformazioni della membrana durante
la gestazione. In piu, ¢ anche in grado di resistere a pressioni sino a 60 mbar, simili a quelle

ottenute durante le contrazioni uterine [49,51].
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Capitolo 5. Casi di studio sull’utilizzo dei possibili metodi di riparazione
Nei prossimi paragrafi verranno illustrati alcuni casi clinici relativi all’applicazione di
Amniopatch, collagen plug (con shape memory e arricchito con plasma e fibrinogeno), fibrin

sealant, mussel glue, membrana amniotica decellularizzata, ed eventuale supporto in nitinol.

5.1 Amniopatch

5.1.1 Applicazione in vivo in caso di PROM iatrogena a 20 settimane di gestazione

Dopo quattro settimane dallo svolgimento di un’amniocentesi, a 16 settimane di gestazione, ad
una donna di 38 anni ¢ stata diagnosticata rottura prematura della membrana fetale, attraverso
1 test descritti nel Capitolo 3. La paziente ¢ stata inizialmente trattata con antibiotici e, per
evitare infezioni ed altre complicanze, ha scelto di sottoporsi alla tecnica dell’ Amniopatch.
Processando 1100 ml di sangue in 35 minuti, sono state raccolte 1.44 x 10'! piastrine in 90 ml
di sangue. Dopo la deplezione dei leucociti, il concentrato piastrinico autologo ¢ stato
conservato sotto agitazione a 60 cicli al minuto a 20-24 °C. Solo un terzo del concentrato ¢ stato
poi utilizzato per I’ Amniopatch (0.48 x 10'! piastrine in 30 ml).

Dopo aver scongelato e centrifugato 200 ml di plasma fresco, 150 ml di surnatante sono stati
rimossi. Il crioprecipitato, che verra poi conservato a -80 °C e, successivamente, utilizzato, ¢
dunque costituito dai rimanenti 50 ml di surnatante rimanenti, nei quali ¢ stata misurata una
concentrazione di fibrinogeno di 680 mg/dl.

Attraverso un’amniocentesi con ago da 22 gauge, sono stati iniettati prima 1 30 ml di
concentrato piastrinico e successivamente 20 ml di crioprecipitato.

In seguito alla procedura si ¢ verificata, per alcuni giorni, una continua perdita di liquidi fino al
totale arresto, avvenuto intorno al decimo giorno. Il trattamento ¢ stato considerato di successo
in quanto, attraverso esami con speculum e ad ultrasuoni, si ¢ confermata la chiusura completa
della membrana fetale e la gravidanza ¢ proseguita senza ulteriori complicazioni fino alle 36
settimane di gestazione quando, con un parto cesareo, € nato un bambino sano.

Secondo questo caso clinico, I’Amniopatch risulta dunque essere una tecnica sicura ed efficace

per trattare la rottura prematura iatrogena della membrana fetale [40].

5.1.2 Applicazione in vivo in 7 casi di PROM spontanea
Sono state confrontate 8 procedure di Amniopatch in 7 casi di PROM spontanea, ad eta
gestazionali tra le 17 e le 23 settimane (Tabella 5.1), con 22 casi di PROM trattati con le attuali

procedure approfondite nel Capitolo 3.
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Necaso Eta GA diagnosi GA procedura e (AFI)? Infusione Risultato e
AFI)®

1 40 21s2d 22s 1g (2.8 > 5.9) NS 200/ P40/ C40  Insuccesso (2.3)
5 36 I: 21s 5¢g 225 2g (2.5 —8.3) NS 50/ P 40/ C 40 Successo (11.1)
II: 225 5¢g 23s2g (1.1 — 8.6) NS 50/ P 40/ C40  Insuccesso (3.03)
3 26 22s4g 225 6g (4.3 —>64) NS 50/ P 40/ C 40 Insuccesso (1.9)
4 36 20s 5¢g 23s5g (0 —17.7) NS 100/ P 40/ C40  Insuccesso (1.1)
5 33 20s 6g 21s 1g (1.9 — 6.6) NS 150/ P 40/ C 20 Insuccesso (0)
6 31 17s 2¢g 22s2g (47— 114) NS 100/ P20/ C20  Successo (11.0)
7 32 23s 0g 23s2g (0 — 13.8) NS 100/ P 20/ C 20 Insuccesso (0)
s = settimane; g = giorni; GA = eta gestazionale (Gestational Age); (AFI)* = volume di liquido amniotico
prima— dopo I’Amniopatch; NS = soluzione salina (Normal Saline); P = concentrato piastrinico (Platelet
concentrate); C = crioprecipitato; (AFI)® = volume di liquido amniotico 1-7 giorni dopo I’ Amniopatch.

Tabella 5.1: Dati riassuntivi del gruppo su cui ¢ stata effettuata la tecnica dell’ Amniopatch.

Nei casi in cui ¢ stato effettuato il trattamento con Amniopatch, successivamente alla diagnosi,
le pazienti sono state mantenute a riposo per sette giorni con somministrazione di antibiotici e
costante monitoraggio del volume di liquido amniotico. Nel frattempo, ogni paziente ¢ stata
sottoposta al prelievo di 400-450 ml di sangue, utilizzato poi per preparare, attraverso la
plasmaferesi, il concentrato piastrinico e il crioprecipitato.

Per I’infusione ¢ stato utilizzato un ago da amniocentesi da 22 gauge, collegato ad un’estensione
con un rubinetto a tre vie. Per creare una tasca adeguata a stabilizzare 1’ago di infusione, sono
stati inizialmente infusi 50-200 ml di soluzione fisiologica e ampicillina, seguiti poi da 20-40
ml di concentrati piastrinici e 20-40 ml di crioprecipitato.

Nei giorni successivi al trattamento, alle pazienti sono stati somministrati antibiotici, due dosi
da 12 mg di corticosteroidi, a distanza di 24 h 1’'una dall’altra, e terapia tocolitica, solo nei casi
in cui si sono presentate contrazioni uterine. La stessa procedura ¢ stata applicata alle pazienti
che non si sono sottoposte alla tecnica dell’ Amniopatch.

Oltre alla riuscita del trattamento, ¢ stato analizzato e confrontato anche lo stato di salute dei
nascituri, in termini di sviluppo neurologico, suddividendoli in normali e con disabilita lievi,

moderate e severe. I risultati sull’analisi dei neonati sono riassunti nella Tabella 5.2.
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GA

Tipo di parto

Genere/peso

Morbilita

Neurosviluppo

Esito
nascita

1 23s2g Cesareo M/ 620g RDS, BPD, PDA  Esame neurologico Vivo
normale a 33 mesi
2 24s 0g Cesareo M/ 640g RDS, BPD, PDA, Morto
sepsi - dopo 50
giorni
3 27s Og Cesareo F/ 680g RDS, BPD, PDA  Esame neurologico Vivo
M/ 820g RDS, BPD, sepsi  normale a 12 mesi Vivo
4 25s 2g Cesareo F/ 610g RDS, PBD, ROP  Esame neurologico Vivo
(G3), sepsi normale a 41 mesi
5 21s 3g Vaginale F/463¢g - - Nato senza
vita
6 39s 0g Cesareo M/ 3,080g Nessuna Esame neurologico Vivo
normale a 6 mesi
7 34s 0g Cesareo F/ 1,670g PDA, sepsi Disabilita lieve a 5 Vivo
mesi
s = settimane; g = giorni; GA = eta gestazionale (Gestational Age); M = maschio; F = femmina; RDS = sindrome
da distress respiratorio (Respiratory Distress Syndrome); BPD = displasia broncopolmonare; PDA = dotto
arterioso persistente (Persistent Ductus Arteriosus)®; ROP(G3) = retinopatia del prematuro (Retinopathy Of
Prematurity) di grado 3°.

Tabella 5.2: Esiti sulle nascite dei neonati dopo il trattamento con Amniopatch.

In nessuno dei casi trattati con Amniopatch si sono verificate complicazioni materne o fetali
legate al trattamento (nel caso 5 la morte del feto non sembra essere legata alla procedura).
Solo uno dei setti casi (caso 6) ¢ stato considerato completato con successo. La paziente, dopo
aver ricevuto la diagnosi di PROM spontanea a 17 settimane di gestazione, ¢ stata trattata con
Amniopatch una volta raggiunte le 23 settimane di gestazione. Una settimana dopo il
trattamento, il volume di liquido amniotico si era ristabilito e la membrana ¢ rimasta sigillata;
la paziente ¢ stata cosi dimessa e ha successivamente partorito un figlio sano a 39 settimane di
gestazione, attraverso parto cesareo.

Una paziente (caso 3) con cervice incompetente!? & stata trattata con Amniopatch dopo la rottura
spontanea della membrana, avvenuta prima dell’effettuazione di un cerchiaggio di emergenza'l.
I successo della procedura ha portato ad un aumento della pressione amniotica con conseguente
protrusione del sacco amniotico nella vagina e necessita di effettuare un secondo cerchiaggio.

Dopo una seconda rottura della membrana, ¢ stata nuovamente eseguita la tecnica

8 Condizione nella quale il vaso sanguigno che collega I’arteria polmonare all’aorta nel feto non ancora nato, non
si chiude, come dovrebbe, subito dopo la nascita.
? Sviluppo anormale dei vasi sanguigni nella retina che, nei casi pit gravi, puo portare a cecita; il grado 3 indica
un livello moderato.
19 Condizione della quale il collo dell’utero si dilata prematuramente.
' Procedura chirurgica effettuata con lo scopo di restringere e supportare la cervice dilatata prematuramente.
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dell’ Amniopatch, che si ¢ tuttavia rivelata inefficace. Nei restanti cinque casi la procedura non
ha portato alla chiusura della ferita.

Nonostante il successo dell’Amniopatch nei casi di rottura prematura spontanea della
membrana fetale si sia verificato solo in circa il 14.3%, confrontando gli esiti sulla salute dei
neonati tra i casi in cui ¢ stata 0 meno applicata la procedura (Tabella 5.3), si puo notare come
questi risultino migliori nei casi di trattamento con Amniopatch. Si ¢ infatti verificata
un’occorrenza significativamente inferiore di sindrome da distress respiratorio (71.5% contro
100%) e di sepsi precoce neonatale (28.6% contro 95.7%) e nessuno dei neonati ha sviluppato

disabilita, al contrario di quelli del gruppo non trattato con Amniopatch.

_ Con Amniopatch (n=7 Senza Amniopatch (n=23

Maschi 4 (57.1%) 13 (56.5%)
Peso 680 (610-3080) 660 (440-1370)
Ammissione NICU 6 (85.7%) 23 (100%)
Durata in NICU 81 (0-124) 105 (3-116)
Ventilazione assistita 6 (85.7%) 23 (100%)
Mortalita 1 (14.3%) 6 (26.1%)
| Morbilith neonatale |
Sindrome da distress respiratorio 5/7 (71.4%) 23/23 (100%)
. . 0
Depiss gl sy g ae]
p 4/7 (57.1%) '

Retinopatia del prematuro 1/7 (14.3%) 7/18 (38.9%)
Enterocolite necrotizzante 0/7 (0'% ) 3/23 (13.0%)
Sospetta 0 comprovata sepsi precoce 2/7 (28.6%) 22/23 (95.7%)
Sospetta o comprovata sepsi tardiva 2/7 (28. 6%) 14/23 (60.9%)
Morbidita composita 6/7 (8 5'7%‘:) 23/23 (100%)

| Gradodidisabilita_______|
Normale 4/4 (100%) 12/16 (75.0%)
Lieve 0/4 (0%) 1/16 (6.2%)
Moderata 0/4 (0%) 3/16 (18.8%)
Grave 0/4 (0%) 0/16 (0%)
Paralisi cerebrale 0/4 (0%) 2/16 (12.5%)

Tutti i dati sono espressi come mediana (intervallo) o numero (%); i casi che non sono sopravvissuti a
sufficienza per la valutazione della morbilita non sono stati contati; per valutare il grado di disabilita si sono
considerati solo i neonati con un periodo di osservazione maggiore di 12 mesi; NICU = unita di terapia intensiva
neonatale (Neonatal Intensive Care Unit); morbilita composita = con due o piu delle altre morbilita.

Tabella 5.3: Confronto degli esiti sulla salute dei neonati tra il gruppo trattato con Amniopatch e quello non trattato.

A causa del ridotto numero di casi e dell’eterogeneita delle caratteristiche delle pazienti
selezionate, questo caso di studio pud fungere solo da base per 1’analisi della possibile

applicazione dell’Amniopatch nei casi di PROM spontanea [39].
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5.2 Collagen plug

5.2.1 Studio del collagen plug con shape memory

Dopo aver preparato i collagen plug, con le tecniche descritte nel Capitolo 4 (Figura 5.1-A), la
loro morfologia e struttura sono state analizzate attraverso microscopia elettronica a scansione;
il diametro ¢ stato misurato sia dopo il passaggio di liofilizzazione che dopo quello di piegatura,
attraverso ’utilizzo di un calibro. Come controllo sono stati utilizzati collagen plug non trattati
con reticolazione chimica. Prima della piegatura, i collagen plug trattati risultavano gia con un
diametro sensibilmente piu piccolo di quelli non trattati (in media 5.8+0.7 mm rispetto a 8.5+0.3
mm); dopo la ripiegatura, invece, 1 plug con reticolazione chimica avevano un diametro di

1.8+0.2 mm, quelli senza di 1.7+0.2 mm (Figura 5.1-B).

A B Untreated collagen plug before crimping:
_

Crosslinked collagen plug before crimping:

Freezing and Crosslinking Lyophilisation

lyophilisation and freezing and crimping Crimped, crosslinked collagen plug:

&
{ Collagen
Tube g w  Crosslink
hu
l = M

Figura 5.1: (A) Rappresentazione schematica dei passaggi per ottenere collagen plug con shape memory.
(B) Vista macroscopica di quelli non trattati, prima della piegatura e di quelli trattati con reticolazione chimica,
prima e dopo la piegatura.

Per valutarne I’espansione e 1’efficacia nel chiudere 1 difetti nella membrana fetale, 1 plug di
collagene sono stati testati in diversi modi: immersi in soluzione tampone fosfato (Phosphate-
Buffered Saline, PBS), esposti a fluidi di diverse polarita, applicati su un modello creato
utilizzando una membrana in polietilene, su un modello creato utilizzando la vescica urinaria
di un maiale e su un setup ex vivo utilizzando membrane fetali umane.

Nella soluzione PBS, il diametro centrale del tappo ¢ stato misurato a Os, 10s, 30s, 1 minuto, 5
minuti ¢ 60 minuti in seguito all’immersione. Gia entro i 10 secondi il plug di collagene ha
dimostrato di potersi espandere oltre il diametro dei trocar tipicamente utilizzati in fetoscopia;
entro un’ora il diametro dei plug con reticolazione ¢ passato da 1.8 mm a 6.5+0.6 mm, quelli
non trattati invece sono passati da 1.7 mm a 2.6+0.3 mm, non raggiungendo neanche il diametro
dei trocar (circa 3 mm). Per studiare ulteriormente il meccanismo di shape recovery, i plug sono
stati immersi in un sistema a due strati di polarita molto diversa: uno strato polare di acqua e
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Cu(IT)SO4 e uno strato apolare di triclorometano. L aggiunta di Cu(II)SO4 all’acqua aumenta il
contrasto visivo tra i due strati, permettendone una migliore distinzione. La parte del plug
immersa nel liquido polare ha da subito iniziato ad espandersi, mentre 1’altra ¢ rimasta ripiegata
e, dopo circa 70 minuti dall’inizio dell’osservazione, la maggior parte del plug ¢ migrata nella

meta d’acqua, espandendosi completamente (Figura 5.2).

1 min 5 min 10min  20min 30min 40min 50min 60 min 70 min

Water

Trichloromethane

Figura 5.2: Visualizzazione dell’effetto nel tempo della polarita del solvente sulla shape recovery, in un sistema
a due strati di acqua (in blu, in alto) e triclorometano (trasparente, in basso).

Per visualizzare poi I’espansione dei plug in una membrana, come prima prova ¢ stata utilizzata
una membrana in polietilene a bassa densita, spessa 20 um, riempita con PBS e perforata con
un trocar fetoscopico. Il collagen plug con reticolazione si ¢ espanso fino a sigillare il foro,
assumendo una forma a clessidra, mentre quello non trattato ¢ rimasto ripiegato ed ¢ stato

rigettato a causa della pressione del fluido (Figura 5.3).

:I‘A £

Figura 5.3: Confronto dei collagen plug trattati con reticolazione chimica e non trattati: quello trattato (a sinistra)
ha sigillato la ferita nella membrana di polietilene, assumendo una forma a clessidra; quello non trattato (a destra)
¢ rimasto ripiegato ed ¢ stato rigettato.
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Per verificare I’efficacia del collagen plug anche in condizioni di pressione piu elevata, ¢ stato
utilizzato un modello con vescica di maiale. La vescica ¢ stata esposta e riempita con una
soluzione di PBS e blu di metilene; successivamente sono stati effettuati due fori con un trocar,
dei quali uno ¢ stato sigillato con il collagen plug mentre I’altro ¢ stato lasciato aperto mentre
si effettuava una compressione manuale al fine di aumentare la pressione del modello. Il
collagen plug, una volta inserito, ha iniziato ad espandersi sigillando la ferita in poco tempo

(Figura 5.4).

Figura 5.4: Efficacia del collagen plug con shape memory in un modello con vescica urinaria suina (freccia nera)
rispetto al controllo non sigillato (freccia bianca).

Infine, i plug sono stati testati in due set up ex vivo utilizzando membrane fetali umane. Nel
primo, le membrane, prese tra le 8 e le 24 ore dopo il parto, sono state utilizzate per formare
una sacca riempita con acqua; nel secondo sono state utilizzate sezioni di membrane, entro le 4
ore dal parto, fissate ad un cilindro riempito con PBS e Azure A. In entrambi i set up, le
membrane sono state perforate con un trocar fetoscopico e i collagen plug sono stati applicati
nel difetto. In entrambi i modelli i plug, una volta espansi, hanno sigillato la ferita arrestando la
perdita di liquido e non hanno causato ulteriori rotture espandendosi. Il secondo set up ha
permesso di osservare che soltanto parte del plug ha assorbito la soluzione tingendosi di blu,

questo ad indicare che la fuoriuscita di liquido viene completamente arrestata (Figura 5.5) [43].
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Figura 5.5: Efficacia del collagen plug con shape memory in due set up ex vivo con membrane fetali umane
fresche: nel primo la membrana forma una sacca riempita con acqua (A), nel secondo una sezione di membrana ¢
stata fissata ad un cilindro riempito con PBS (B); I’aggiunta di Azure A nel secondo modello permette di osservare
la piccola quantita di fluido assorbita dalla parte di collagen plug che fuoriesce dalla ferita (freccia bianca a destra).

5.2.2 Studio del collagen plug arricchito con plasma e fibrinogeno

A causa della loro degradazione nel tempo, 1’utilizzo di collagen plug in assenza di riparazione
del tessuto della membrana potrebbe essere inefficace. Per questo motivo ¢ stato testato
’utilizzo di collagen plug arricchito con plasma e fibrinogeno, per valutare se questo possa
aiutare a generare abbastanza fibrina da riparare la ferita.

Le membrane fetali sono state ottenute da gravidanze giunte al termine, senza PROM, infezioni
o altre complicazioni; il plasma ¢ stato ottenuto dal sangue venoso centrifugato di donatori sani;
il liquido amniotico ¢ stato raccolto durante interventi per la sindrome feto-fetale. Plasma e
liquido amniotico sono stati frazionati e conservati a -80 °C, sino al loro utilizzo. L’esperimento
¢ stato svolto su un modello ex vivo di membrana perforata. La membrana fetale ¢ stata
posizionata sopra I’apertura di un contenitore e perforata con un trocar fetoscopico. Al fine di
mimare la pressione del liquido amniotico, ¢ stato mantenuto un flusso costante all’interno del
contenitore, tramite un’apertura laterale e una pompa d’acqua. Successivamente ¢ stato inserito
il collagen plug, arricchito e non, all’interno della ferita. Dopo I’inserimento, ¢ stata misurata
la quantita e la velocita di fuoriuscita di liquido sino a cessazione.

Mediante densitometria ottica ¢ stata valutata la concentrazione ottimale di fibrinogeno e
plasma per poter generare fibrina. Sebbene la presenza del plasma sia necessaria per la
formazione di fibrina, concentrazioni troppo elevate (circa 40%) hanno I’effetto contrario e ne
riducono la generazione. I plug di collagene sono dunque stati arricchiti con 1250 mg/ml di

fibrinogeno e 4% di plasma.
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Nei plug trattati con plasma e fibrinogeno si ¢ osservata formazione e adesione di fibrina alle
membrane fetali (Figura 5.6), nonché un ridotto lasso di tempo prima della cessazione della

perdita e di tasso di perdita di liquido amniotico di circa un terzo [45].

o k

SRR A

TR« nes, L)
Figura 5.6: Immagine microscopica del sito di applicazione del collagen plug arricchito con plasma e fibrinogeno
(A) o con soluzione fisiologica come controllo (B); le frecce nere a sinistra indicano le aree di formazione di fibrina
(colorata in rosso) mentre nell’immagine a destra si osserva un’architettura aperta del collagene (colorato in giallo).

5.3 Fibrin sealants

5.3.1 Applicazione in vivo in 7 casi di PROM a meno di 24 settimane di gestazione

Per determinare le migliori concentrazioni dei componenti da utilizzare, inizialmente ¢ stato
svolto uno studio su 5 pazienti, delle quali nessuna ha portato a termine la gravidanza.

Successivamente, su 12 pazienti (Tabella 5.4) ¢ stato applicato il fibrin sealant ottimizzato.

N° caso \ Eta (anni) \ GA a rottura \ Ga al trattamento = N° applicazioni Complicazioni

1 34 12s4¢g 225 6g 1 Nessuna

2 37 17s 4g 17s 6g 1 Nessuna

3 20 20s 2¢g 20s 4g 1 Nessuna

4 26 22s 1g 22s 3g 1 Gemelli

5 30 18s 4g 18s 6g 1 Nessuna

6 32 17s Og 17s 3g 5 Nessuna

7 35 13s 5g 20s 6g 2 Anomalia uterina
8 35 15s 2g 19s 5g 3 Nessuna

9 40 23s 4g 23s 6g 2 Nessuna

10 20 21s Og 21s 2¢g 1 Ha lasciato 1’ospedale
11 32 21s 5¢ 22s 4g 1 Nessuna

12 26 22s 1g 22s 6g 1 Nessuna

s= settimane; g = giorni; GA = eta gestazionale (Gestational Age).

Tabella 5.4: Dati delle pazienti trattate con fibrin sealant.
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L’eta gestazionale media al momento di PROM era 19 settimane e 4 giorni, mentre nel
momento del trattamento di 20 settimane e 5 giorni. In tutte le pazienti il fibrin sealant ha
inizialmente arrestato la perdita di liquido e, qualora necessario, la procedura ¢ stata ripetuta;
la media di applicazioni per paziente ¢ stata di 1.7. In due delle pazienti la tecnica ¢ stata
efficace, sigillando la ferita entro 48 ore e permettendo il proseguimento della gravidanza, fino
a 32 settimane di gestazione per una e fino al termine per I’altra, entrambe senza complicanze.
Nel complesso il fibrin sealant ¢ stato in grado di far proseguire la gravidanza in media per 48
giorni dalla rottura e I’eta gestazionale media all’avvento del parto ¢ stata 27 settimane ¢ 4
giorni. Le pazienti che hanno partorito oltre le 32 settimane di gestazione sono state 4, tutte con
parto spontaneo, ¢ in totale 7 dei 13 neonati sono sopravvissuti (53.8%), tutti, tranne uno (caso
9), con conseguenze dovute alla prematurita. Nella gravidanza gemellare (caso 4), uno dei due
gemelli € nato prematuro e sopravvissuto, mentre I’altro ¢ morto poco dopo la nascita, avvenuta
13 giorni dopo il primo. In una sola paziente ¢ stata diagnosticata la corioamnionite (caso 6) e
un’altra paziente (caso 10) ha lasciato I’ospedale poco dopo I’applicazione del fibrin sealant
per poi ritornare a 30 settimane di gestazione in travaglio e partorire un neonato morto poco

dopo la nascita. Nella Tabella 5.5 sono riassunti gli esiti delle varie gravidanze.

1 32s 1g 63g Vivo Prematurita

2 18s 5g 6g Morto Estrema prematurita
3 21s 1g 4g Morto Estrema prematurita
4 I: 25s 4¢g 15g Vivo Prematurita

II: 27s 3¢ 15¢g Morto Sepsi

5 20s Og 8g Morto Estrema prematurita
6 32s 0g 105g Vivo Prematurita

7 27s 6g 57g Morto Ipoplasia polmonare
8 28s 1g 90g Vivo Prematurita

9 38s4g 105¢g Vivo Nessuna
10 30s 1g 64g Morto Ernia diaframmatica
11 26s 4¢g 36g Vivo Prematurita
12 32s4g 73g Vivo Lieve ipoplasia polmonare

s = settimane; g = giorni; GA = eta gestazionale (Gestational Age).

Tabella 5.5: Esiti sulle pazienti trattate con fibrin sealant e sui rispettivi nascituri.

Il fibrin sealant non ha causato alcuna reazione ed effetti indesiderati da parte dell’organismo

della madre [46].
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5.3.2 Applicazione in vivo in caso di PROM a 20 settimane di gestazione

La tecnica del fibrin sealant ¢ stata applicata su una paziente di 30 anni alla prima gravidanza,
con PROM a 20 settimane e 3 giorni di gestazione e persistente oligoidramnios. Inizialmente
sono stati applicati 2 ml di fibrin sealant commerciale, che hanno efficacemente arrestato la
perdita di liquido amniotico per circa una settimana. A 21 settimane e 6 giorni di gestazione,
dopo un’improvvisa perdita di liquido, il volume di liquido amniotico era significativamente
diminuito; la tecnica ¢ stata dunque ripetuta. La stessa cosa si ¢ verificata a 24 settimane di
gestazione. A 34 settimane e 2 giorni di gestazione la paziente ha partorito con parto cesareo in
seguito a contrazioni uterine ritmiche, brividi e una temperatura corporea di 39.5 °C. Il neonato,
senza deformita visive e di peso di 2274 g, ¢ stato trasferito in terapia intensiva neonatale per
poi essere dimesso dopo 8 giorni.

Un tampone cervicale e vaginale effettuato poco prima del parto ha rivelato la presenza di E.
Coli e un esame della placenta, successivamente al parto, ha permesso la diagnosi di
corioamnionite acuta di grado II, suggerendo il fatto che, nonostante 1’applicazione del
sigillante, si sono comunque verificate infezioni batteriche ascendenti dalla vagina.

Dopo 8 giorni dal parto, anche la madre ¢ stata dimessa e, dopo 12 mesi, ¢ stata effettuata una
visita al neonato, che ha dimostrato un normale sviluppo fisico e neurologico.

Il fibrin sealant, nel complesso, ¢ risultato dunque efficace nel sigillare, anche se
temporaneamente, la ferita nella membrana fetale e permettere un prolungamento della
gravidanza senza conseguenze sulla salute del neonato, evento infrequente nei casi di PROM

molto anticipata e con oligoidramnios persistente [52].

5.4 Mussel glue

5.4.1 Confronto ex vivo di mussel glue e fibrin sealant

Per la valutazione ex vivo sono stati prelevati dei campioni di membrana entro 4 ore dal parto
cesareo di pazienti sane selezionate. I campioni sono stati fissati ad un cilindro di alluminio e
bloccati da un anello; il cilindro ¢ stato riempito con un fluido e la pressione ¢ stata aumentata
tramite pompaggio. Al centro dei campioni ¢ stato praticato un foro con un ago da amniocentesi
da 1.6 mm di diametro o con un trocar fetoscopico da 3.7 mm di diametro. Immediatamente
dopo la foratura, 1 difetti sono stati sigillati con 125 pl di mussel glue o fibrin sealant. Per
confrontare le prestazioni dei due sigillanti, gli esperimenti sono stati svolti sia in condizioni
umide che in condizioni asciutte, applicando i sigillanti prima di montare 1 campioni di

membrana sul cilindro riempito d’acqua e dopo aver asciugato con cura le membrane.
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Per valutare la capacita dei due sigillanti di resistere a diverse pressioni, la pressione nel cilindro
¢ stata gradualmente aumentata con un flusso costante di 13,9 ml/min sino alla rottura della
membrana e alla fuoriuscita di liquido, monitorando continuamente la deformazione dei tessuti
tramite immagini digitali laterali (Figura 5.7). 1 difetti piu piccoli sono stati sigillati
efficacemente da entrambi i sigillanti sia in condizioni umide che asciutte. I difetti piu grandi

sono stati riparati efficacemente da entrambi i sigillanti solo in condizioni asciutte.

Intact FM Punctured FM

Mussel glue wet Fibrin sealant wet Fibrin sealant dry

P —
NN
— i

Figura 5.7: Immagini laterali, durante I’insufflazione dei modelli di membrane fetali, riparate con mussel glue, in
condizioni umide, e con fibrin sealant, in condizioni umide e asciutte; (a) inizio dell’insufflazione a 0.8 mbar, (b)
immediatamente prima della rottura, dove si vede che le membrane riparate con mussel glue possono essere distese
similmente a quelle intatte; (c) rottura: la membrana riparata con mussel glue si rompe nel sito di rottura
precedente, mentre il fibrin sealant si solleva.

Yo,

La differenza maggiore si ¢ osservata in condizioni umide, nelle quali il fibrin sealant perdeva
di efficacia. Dalle immagini laterali si ¢ infatti potuto osservare come il sigillante in fibrina
risultasse rigido, non permettendo alla membrana di deformarsi, mentre la mussel glue creava
uno strato sottile sulla superficie della membrana, permettendone la distensione senza distacco.
La pressione massima sostenuta dalla mussel glue in condizione umide ¢ stata di 48.6+18.4
mbar, comparabile con quella che si verifica durante le contrazioni uterine, mentre per il fibrin
sealant di appena 4.8+6.2 mbar (Figura 5.8).

Questo studio dimostra quindi le migliori prestazioni della mussel glue, in particolare in
ambienti umidi, rispetto a quelle dei sigillanti in fibrina, probabilmente per via delle loro

composizioni chimiche e cinetiche di gelificazione [51].
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Figura 5.8: Confronto delle resistenze alla pressione di mussel glue e di fibrin sealant, in condizioni umide ¢
asciutte.

5.4.2 Applicazione in vivo su conigli combinando mussel glue o fibrin sealant e DAM

Per migliorare la capacita di sigillare la ferita nella membrana fetale e ripristinarne 1’integrita,
¢ stato analizzato [Ieffetto dell’aggiunta di membrana amniotica decellularizzata
(Decellularized Amniotic Membrane, DAM) alla mussel glue, al fine di combinare gli effetti di
guarigione e sigillatura; come confronto, i test sono stati svolti anche sul solo utilizzo di mussel
glue e sull’utilizzo combinato di fibrin sealant ¢ DAM. Le membrane sono state raccolte
successivamente a parti cesarei di donne sane, I’amnion e il corion sono stati separati e I’amnion
¢ stato decellularizzato. Per lo studio sono stati utilizzati 24 conigli di razza White New Zeland
a 23 giorni di gestazione, sui quali ¢ stata praticata un’incisione addominale mediana per
esporre 1’utero. Successivamente, le membrane amniotiche sono state perforate utilizzando un
ago da 14 gauge, piu piccolo di quelli tipicamente utilizzati in fetoscopia, ma proporzionale alla
grandezza dei conigli. Nei gruppi trattati anche con DAM, questa ¢ stata posizionata per prima
nel difetto, manualmente con 1’aiuto di pinzette, e fissata con una sutura in polipropilene; in

seguito, sono stati applicati sopra la mussel glue (Figura 5.9) o il fibrin sealant.
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Figura 5.9: Procedura chirurgica di applicazione combinata della mussel glue e della DAM: (a) la membrana viene
perforata, (b) viene applicata la DAM con 1’utilizzo di pinzette, (¢) viene applicata la mussel glue.

L’addome ¢ stato poi richiuso e i conigli sono stati lasciati a riposo per poi subire, sette giorni
dopo, I’eutanasia. Solo i sacchi con feti vivi sono stati prelevati ed ¢ stata verificata 1’integrita
della membrana iniettando soluzione salina miscelata con blu di metilene e verificandone la
fuoriuscita dal foro effettuato precedentemente. Tutti i conigli sono sopravvissuti all’intervento,
non sono state osservate bande amniotiche o aderenze intra-amniotiche e i feti non hanno

mostrato difetti cutanei (Tabella 5.6).

Tasso di sopravvivenza 80% 60% 40%
2/8 (25%) 2/6 (33%) 0/6 (0%)
No No No
No No No

MG = mussel glue; FS = fibrin sealant; DAM = membrana amniotica decellularizzata (Decellularized Amniotic
Membrane).

0 |__MG+DAM FS + DAM

Tabella 5.6: Confronto degli esiti dei diversi trattamenti.

Dalle analisi si ¢ osservato come la mussel glue, a differenza del fibrin sealant, sia rimasta
saldamente attaccata alla membrana in tutti i casi in cui ¢ stata applicata. Nessuno dei campioni
analizzati ha mostrato un rimodellamento tessutale significativo. Nel complesso, il tasso di
sopravvivenza fetale non ¢ stato molto alto, tuttavia ¢ risultato simile al gruppo di controllo non
trattato.

La natura sintetica della mussel glue potrebbe generare reazioni inflammatorie maggiori
rispetto ad altri sigillanti, per questo dovrebbero essere svolti ulteriori studi per periodi di tempo

maggiori [49].
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5.4.3 Applicazione in vivo su pecore alpine utilizzando un supporto in nitinol

II modello della pecora risulta migliore rispetto ad altri animali poiché le dimensioni dell’utero
sono comparabili a quelle della donna, non avviene guarigione spontanea nella membrana fetale
e il periodo di gestazione permette un’osservazione piu a lungo termine.

La mussel glue ¢ stata testata utilizzando anche un supporto ad ombrello in nitinol di spessore
di 200 pm. Per ottenere le strutture ad ombrello, degli stampi in nitinol sono stati creati, tagliati
con un laser e, successivamente, riscaldati per fissarne la forma. Per rendere la superficie piu
liscia e resistente, gli stampi sono stati ricoperti con un sottile strato di politetrafluoroetilene e,
successivamente, sterilizzati. Al fine di aumentare il tempo di gelificazione della mussel glue,
per permetterne una manipolazione e applicazione facilitata, ¢ stato alterato il pH della
soluzione di reticolazione. Si ¢ osservato come, una riduzione di pH da 7.4 a 6.0 abbia causato
un aumento del tempo di gelificazione da circa 15 a 113 secondi. Un pH di 7.0 ¢ stato
selezionato, al fine di mantenere un livello compatibile con la fisiologia umana. Nello studio
sono state utilizzate 5 pecore alpine ad eta gestazionali tra i 56 e 1 69 giorni, sulle quali sono
stati svolti un totale di 10 impianti in 8 corna uterine.

Una volta sotto anestesia, le membrane fetali delle pecore sono state esposte attraverso
isterotomia, per permettere una migliore e facilitata applicazione del sigillante.

Le membrane fetali sono state perforate con un trocar fetoscopico. La soluzione di mussel glue
¢ stata poi applicata all’interno dell’impianto in nitinol e I’ombrello ¢ stato posizionato a
contatto con le membrane fetali nel sito di rottura e, successivamente, suturato alla membrana
e all’utero, per evitarne lo slittamento (Figura 5.10). Dopo I’applicazione, il liquido amniotico

perso ¢ stato sostituito con soluzione salina calda e ’utero ¢ stato richiuso.

Figura 5.10: Procedura di chiusura dei difetti sulle membrane fetali di pecore: (a) esposizione della membrana
attraverso isterotomia, (b) inserimento di un catetere con laccio emostatico, (¢) posizionamento dell’ombrello in
nitinol riempito di mussel glue, (d) sutura dell’impianto alla membrana.

Tutte le pecore sono sopravvissute all’operazione senza presentare problemi, fino all’eutanasia

avvenuta a 10/12 giorni dall’impianto. In nessuna delle pecore si sono verificati aborti spontanei
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e la percentuale di feti sopravvissuti ¢ stata del 91%, senza la presenza di bande amniotiche o
difetti cutanei. La causa di morte del feto non sopravvissuto non risulta comunque legata

all’impianto del biomateriale. Attraverso un test di perdita di liquido amniotico, ¢ stato

verificato come tutti gli impianti al momento dell’eutanasia fossero ancora saldamente sigillati

(Tabella 5.7).

Corno Adesione Perdita di fluido | IN° feti Bande
uterino impianti visibile amniotico vivi amniotiche estetici

1 Destro 1 Si No 1/1 No No
Sinistro 1 Si No 1/1 No No

) Destro 1 No No 2/2 No No
Sinistro 1 No No 2/2 No No

3 Sinistro 1 No No 0/1 No No

4 Sinistro 1 Si No 2/2 No No

5 Destro 2 Si No 1/1 No No
Sinistro 2 No No 1/1 No No

Tabella 5.7: Risultati e caratteristiche degli impianti di mussel glue nelle cinque pecore alpine.

La mussel glue ¢ stata ritrovata aderente alle membrane fetali su tutti i campioni, senza segni
di deterioramento e infiltrazione cellulare. L’analisi dei campioni ha inoltre rivelato una
moderata reazione da corpo estraneo al biomateriale impiantato, con presenza di macrofagi e
una maggiore attivita proliferativa intorno agli impianti rispetto ai campioni di controllo.

Nonostante i risultati promettenti, ulteriori studi a lungo termine, idealmente sino al parto, sono

necessari, cosi come lo sviluppo di metodi di applicazione meno invasivi [50].
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Conclusioni

La rottura prematura della membrana fetale rappresenta un serio ostacolo al mantenimento, sino
al termine, di una gravidanza sana e allo sviluppo e 1’applicazione di interventi fetoscopici,
anche in casi di problematiche poco severe. A causa della PROM, la salute di mamma e
nascituro, cosi come la loro sopravvivenza, sono messe a rischio e le attuali soluzioni puntano
soprattutto ad una gestione temporanea dei sintomi, cercando di minimizzare le conseguenze.
Tale approccio, tuttavia, mantiene comunque significativamente alto il rischio di contrarre
infezioni intra-amniotiche o di sviluppo nei feti di disabilita fisiche e/o neurologiche,
compromettendone il benessere e le aspettative di vita.

Da qui, il bisogno di sviluppare metodi innovativi, attraverso 1’utilizzo di specifici biomateriali.
A tal fine, diversi metodi sono stati descritti, confrontati e analizzati nel dettaglio.
L’Amniopatch ¢ una tecnica che utilizza una combinazione di piastrine autologhe e
crioprecipitato, al fine di formare un coagulo che riempie e sigilla la rottura, ristabilendo
I’integrita della membrana e prevenendo ulteriori perdite di liquido amniotico. Dagli studi
analizzati, I’ Amniopatch ¢ risultata una tecnica parzialmente efficace nel sigillare la ferita ma
che porta ad un netto miglioramento sulla prognosi dei feti, nei quali I’occorrenza di disabilita
neurologiche e morbilita, come sindrome da distress respiratorio o sepsi neonatale, ¢
significativamente ridotta.

I collagen plug, in particolare se trattati con reticolazione chimica, per conferirgli proprieta di
shape memory, sfruttano la capacita di espandersi rapidamente quando immersi in fluidi polari,
come il liquido amniotico, per tappare i difetti nella membrana. Gli esperimenti ex vivo e 1 dati
raccolti hanno dimostrato che i collagen plug sono in grado di arrestare completamente la
perdita di liquido amniotico, sigillando la ferita. Risultano, inoltre, essere ancora piu efficaci se
arricchiti con plasma e fibrinogeno, riducendo il tasso e il tempo di perdita di liquido, nonché
promuovendo una migliore adesione alle membrane fetali, grazie alla fibrina. La degradazione
del collagene nel tempo puo, tuttavia, rappresentare una limitazione all’utilizzo di questa
tecnica sul lungo termine.

I fibrin sealants sono formati principalmente da fibrinogeno, trombina e fattore XIII, con
I’aggiunta di calcio, fibronectina e, nella maggior parte dei casi, aprotinina. Il loro
funzionamento consiste nella formazione di un coagulo di fibrina nel sito di rottura della
membrana. La loro biocompatibilita e biodegradabilita li rendono un’opzione sicura per 1’uso

clinico ma non cosi efficace nel lungo termine; spesso sono necessarie molteplici applicazioni.
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La mussel glue ¢ ispirata alle proteine adesive prodotte dai molluschi e, per questo, ha migliori
proprieta adesive rispetto agli altri sigillanti, in particolare in ambienti umidi, come quello della
membrana fetale. Gli studi analizzati hanno dimostrato la migliore resistenza di questo prodotto
a pressioni simili a quelle raggiunte durante le contrazioni uterine e la maggiore persistenza nel
tempo. La natura sintetica potrebbe tuttavia generare risposte inflammatorie maggiori.
Ciascuna delle tecniche analizzate ha mostrato risultati promettenti, in particolare nella
chiusura, anche se talvolta temporanea, dei difetti nella membrana e nella riduzione delle
conseguenze sulla salute dei feti, legate soprattutto alle nascite troppo premature.

La ricerca futura dovra dunque concentrarsi sulla validazione e il miglioramento delle tecniche
gia in sperimentazione, nonché sulla ricerca di eventuali nuovi biomateriali che soddisfino 1
requisiti richiesti dal caso. Si dovranno sviluppare protocolli clinici standardizzati per garantire
soprattutto ’efficacia e la sicurezza di queste tecniche anche nel lungo termine.

L’integrazione nell’uso clinico quotidiano di questi biomateriali, per la gestione efficace della
PROM, rappresenterebbe un avanzamento significativo nel campo dell’ostetricia, della
chirurgia fetale e della medicina rigenerativa, nonché un’importante risorsa nel miglioramento

delle prospettive di gestazione sicura e di successo, a seguito dell’avvento della PROM.
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